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“Haz las cosas lo más simple que puedas, pero no te limites a lo simple” 










La primera línea de defensa del organismo en respuesta a las infecciones virales es 
la activación de la cascada de señalización que finaliza con la inducción del interferón 
(IFN), generando un estado antiviral. Los virus, para poder replicarse y propagarse a 
nuevos hospedadores han desarrollado numerosas estrategias para evadir la respuesta 
al IFN. En esta Tesis Doctoral se ha estudiado los mecanismos de modulación de la 
respuesta al IFN de dos virus que infectan rumiantes. Estos dos virus tienen gran 
relevancia en Sanidad  Animal ya que son los causantes de dos enfermedades de 
notificación obligatoria según normas internacionales de la Organización mundial de 
Sanidad Animal (OIE): el virus de la peste de los pequeños rumiantes (PPRV), agente 
causal de una enfermedad fronteriza, perteneciente al género Morbillivirus, y el virus de 
la lengua azul (BTV), agente que causa una enfermedad emergente, perteneciente al 
género Orbivirus.  
PPRV es un pobre inductor y BTV es un fuerte inductor del IFN, pero ambos virus 
codifican proteínas que inhiben la ruta de inducción del IFN. Las proteínas C y V de 
PPRV y las proteínas NS3 y NS4 de BTV están involucradas en el bloqueo de la ruta de 
inducción del IFN. Por otro lado, se ha demostrado que ambos virus bloquean la 
señalización del IFN tipo I y II, presentando como diana común los factores de 
transcripción STAT1 y STAT2. STAT1 es un factor crítico para la activación 
transcripcional de genes antivirales estimulados por IFN tipo I y II. Nuestros datos 
muestran que PPRV y BTV reducen los niveles de expresión de STAT1 fosforilado 
(pSTAT1) y afectan a su distribución celular. Las proteínas P, V y W de PPRV 
interaccionan con STAT1, lo que sugiere que estas proteínas participan en el bloqueo 
de las rutas de señalización. Asimismo, demostramos que la proteína V interacciona con 
las quinasas JAK1 y TYK2, reduciendo los niveles de expresión de su fosforilados, y en 
consecuencia impiden la activación de STAT1. En el caso de BTV se ha identificado la 
proteína NS3 como responsable de la disminución de los niveles de expresión de 
pSTAT1, a pesar de no detectar una interacción directa con este factor.  
BTV induce la degradación de STAT2, otra de las dianas de ambos virus, mientras 
que PPRV no afecta a los niveles de STAT2 pero evita su traslocación al núcleo, 
bloqueando la activación del promotor ISRE. La proteína V de PPRV se une a STAT2, 
lo que indica que esta interacción afecta a la función de este factor, alterando su 
distribución celular. La proteína NS3 de BTV une y degrada STAT2 a través del lisosoma 
mediado por ubiquitinación, lo que supone un nuevo mecanismo de evasión de la 




























In viral infections, the first defense line of the organism in response to the virus is the 
induction of the interferon (IFN) signaling cascade resulting in IFN production, which acts 
over neighboring cells to create an antiviral state. Viruses, in order to replicate and 
spread to new hosts, have developed several strategies to evade the IFN response. In 
this Doctoral Thesis the mechanisms used by two relevant viruses in Animal Health in 
counteracting the IFN have been studied. These viruses cause two notifiable diseases 
according to international standards of the World Organization of Animal Health (OIE): 
Peste des petits ruminants virus (PPRV), a causal agent of a border disease, belonging 
to the genus Morbillivirus, and the Bluetongue virus (BTV), an agent that causes an 
emerging disease, belonging to the genus Orbivirus. 
PPRV is a poor inducer of IFN and BTV is a strong inducer of IFN, but both viruses 
encode proteins that inhibit the IFN induction pathway. PPRV C and V proteins and BTV 
NS3 and NS4 proteins are involved in blocking the IFN induction pathway. Moreover 
both viruses block IFN type I and II signaling by targeting the transcription factors STAT1 
and STAT2. STAT1 is a critical factor for the transcriptional activation of antiviral genes 
stimulated by IFN type I and II. Our data show that PPRV and BTV inhibit the 
phosphorylation of STAT1 and affect its cellular distribution. PPRV P, V and W proteins 
interact with STAT1, indicating that these proteins participate in the blockade of these 
signaling pathways. Likewise, we demonstrate that the V protein interacts with the JAK1 
and TYK2 kinases, inhibiting their phosphorylation and thereby further impairing STAT1 
activation. In BTV, the NS3 protein has been identified as responsible for the inhibition 
of STAT1 phosphorylation, despite not having a direct interaction with this factor. 
Both viruses also target STAT2. BTV induces STAT2 degradation, while PPRV does 
not affect STAT2 levels but prevents its translocation to the nucleus thus blocking the 
activation of the ISRE promoter. The protein V from PPRV binds to STAT2, and this 
interaction alters STAT2 distribution thus affecting the function of this transcription factor. 
BTV NS3 protein binds and degrades STAT2 through the lysosome mediated by 


























“Cuanto más original es un descubrimiento, más obvio parece 
después” 








AANE: aminoácidos no esenciales 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ARN: Ácido ribonucleico 
ARNcd: ARN de cadena doble 
ARNcs: ARN de cadena sencilla 
ARNm: ARN mensajero 
CEEA: Comité Ético de 
Experimentación Animal  
C-terminal: carboxi-terminal 
D.O.: densidad óptica 
dNTPs: desoxinucleótidos trifosfato 
DMSO: dimetil sulfósido 
DTT: ditiotreitol 
DUBs: deubiquitinasas 
EDTA: etilén diamino tetraacetato 
g: guanina 
GADPH: gliceraldehído-3-fosfato  
deshidrogenasa  
h: hora 
hpe: horas post-estimulación 
hpi: horas post-infección 







LB: medio de cultivo Luria-Bertani 
LPS: lipopolisacárido 
miARN: micro ARN 
min: minutos 









rpm: revoluciones por minuto 
RT: Retrotranscriptasa 
s: segundo 
DS: desviación estándar 
SDS: Dodecilsulfato sódico 
SFB: Suero Fetal Bovino 
Tª: temperatura 
Ub: ubiquitina 
URL: unidades relativas de luciferasa 
        
En la presente Tesis Doctoral se han utilizado los siguientes términos, acrónimos o 
abreviaturas de la terminología científica inglesa: 
 
ATCC: (American Type Culture Collection). Colección americana de cultivos tipo 
BHK: (Baby Hamster Kidney). Riñón de hámster recién nacido 
BSA: (Bovine Serum Albumin). Albumina de suero bovino 
BSL3: (Biological Safety Level 3). Laboratorio de bioseguridad nivel 3 
BT: (Bluetongue). Enfermedad de la lengua azul 




cGAS: cyclic GMP–AMP synthase 
cGAMP: 2′3′-cyclic-GMP–AMP 
CMV: (Cytomegalovirus). Citomegalovirus 
cOFP: (Orange Fluorescent Protein). Proteína naranja fluorescente 
CSFV: (Classical swine fever virus). Virus de la peste porcina clásica 
DAPI: (4′, 6-diamidino-2-phenylindole). 4´-6´-diamidino-2-fenilindol 
DBD: DNA-binding domain 
DenV: (Dengue virus). Virus del Dengue 
DMEM: (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). Medio mínimo de Eagle modificado por 
Dulbecco. 
DMEMc: DMEM completo 
ECMV: (Encephalomyocarditis virus). Virus de la encefalomiocarditis 
F: Flow cytometry 
FAO: (Food and Agriculture Organization of the United Nations). Organización de las 
Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 
FMDV: (Foot-and-mouth disease virus). Virus de la Fiebre Aftosa. 
GAF: Gamma-interferon activation factor 
GAS: Gamma activated sequence 
GFP: (Green Fluorescent Protein). Proteína verde fluorescente 
HCV: (Hepatitis C virus). Virus de la Hepatitis C. 
HEK-293T: Human embrionic kidney 293T 
HSV: (Herpes simplex virus). Virus herpes simple  
IFNG: Interferon-γ receptor 
IFNR: Interferon-α/β receptor 
IFNL: Interferon-λ receptor 
IKKε: Inhibitor of nuclear fraction kappa B kinase subunit epsilon 
IRFs: Interferon-regulatory factor 
IRF-1: Interferon regulatory factor 1  
IP-10: Interferon gamma-induced protein 10 
IRES: Internal ribosome entry site 
ISGs: Interferon stimulate genes  
ISGF3: IFN stimulated gene factor 3 
ISG15: Interferon Stimulated Gene 15 
ISG54: Interferon Stimulated Gene 54 
ISRE: Interferon-sensitive response element 
SV40: (Simian virus 40). Virus del simio 40 




LGP2: Laboratory of genetics and physiology 2 
MAVS: Mitochondrial antiviral signalling protein  
MDA5: Melanoma differentiation-associated protein 5  
MeV: (Measles virus). Virus del sarampión 
Mock: células no infectadas/no tratadas 
MVB: (Multiple vesicular body). Cuerpos multivesiculares  
MxA: Myxovirus resistance gene A 
MyD88: myeloid differentiation factor 88 
NEDD4: Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 4 
NiV: (Nipah virus). Virus Nipah 
OAS: 2’-5’ oligoadenylate synthetase 
OIE: (World Organisation for Animal Health). Organización Mundial de Sanidad Animal 
ORF: (Open reading frame). Marco de lectura abierto 
PAGE: (Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Electroforesis en geles de poliacrilamida 
PAMPs: (Pathogen-associated molecular patterns). Patrones moleculares asociados a 
patógenos 
PBMC: (Peripheral blood mononuclear cell). Célula mononuclear de sangre periférica 
PBS: (Phosphate Buffered Saline). Solución salina tamponada con fosfato 
PCR: (Polymerase Chain Reaction). Reacción en cadena de la polimerasa 
pJAK1: phosphorylated JAK1 
PKR: Protein kinase R 
PPR: (Peste des petits ruminants). Enfermedad de la peste de los pequeños rumiantes 
PPRV: (Peste des petits ruminants virus). Virus de la peste de los pequeños rumiantes 
PRRs: (Pattern recognition recpetors). Receptores de reconocimiento de patrones 
PRRSV: (Porcine reproductive and respiratory syndrome virus). Virus del síndrome 
respiratorio y reproductivo porcino 
pSTAT: phosphorylated STATs 
pTYK2: phosphorylated TYK2 
qRT-PCR: Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR 
RdRP: (RNA-dependent RNA polymerase). RNA polimerasa dependiente de RNA 
RIG-I: Retinoic acid inducible gene-I 
RLR: RIG-I-like receptor  
RPV: (Rinderpest virus). Virus de la peste bovina 
RT-PCR: (Retrotranscriptase-PCR). Reacción de transcripción inversa seguida de 
amplificación por PCR 
SDS: (Sodium Dodecyl Sulfate). Dodecil sulfato sódico 




SEM: (Standar error of the mean). Error estándar del promedio 
SeV: (Sendai virus). Virus Sendai 
SOCS: (Suppressor of cytokine signaling). Supresores de la señalización de citosinas 
SSC: Spleen sheep cell 
STATs: Signal transducer and activator of transcription  
STING: Stimulator of interferón genes 
TBK1: TANK-binding kinase 1 
TBS: (Tris-buffered saline). Solución salina tamponada con Tris 
TLRs: Toll-like receptors 
TRIF: TIR domain-containing adaptor inducing IFN-β 
Tsg101: (Tumor susceptibility gene 101). Gen 101 de susceptibilidad tumoral 
TYK2: Tyrosine kinase 2 
VDS: Vero Dog SLAM cell 
VSV: (Vesicular stomatitis virus). Virus de la estomatitis vesicular 
WCE: (Whole cell extract). Extracto celular total 
Western-Blot (WB): Técnica inmunoenzimática para la detección de proteínas 
WNV: (West Nile virus). Virus del Nilo Occidental 
wt: (wild-type). Tipo salvaje. 
ZIKV: (Zika virus). Virus del Zika 
 
*Durante la presente Tesis Doctoral se utilizan las abreviaturas en inglés para los virus 






















“En la vida no existe nada que temer, solo cosas que comprender” 








1. Respuesta inmune antiviral 
La respuesta inmune frente a virus incluye mecanismos inespecíficos y específicos 
con características y efectividad particulares que dependen de la naturaleza de cada 
virus. Los mecanismos inespecíficos constituyen la respuesta innata que desempeña un 
papel crítico en las etapas iniciales de la infección viral, mientras que los mecanismos 
específicos constituyen la respuesta adaptativa. Ambas respuestas son indispensables 
para eliminar una infección y aunque están interrelacionadas, cada una adquiere un 
papel decisivo en un momento determinado durante el curso de una infección. 
La respuesta inmune innata es la primera línea de defensa de la célula contra el virus, 
responde de forma temprana para controlar la infección, replicación y diseminación del 
virus, estimulando y moldeando la respuesta inmune adaptativa. Esta respuesta 
comienza cuando patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), por ejemplo 
lipopolisacáridos (LPS), ácidos nucleicos, motivos de secuencias de ADN ricas en 
citosina y guanina no metiladas (CpG-ADN), proteínas virales específicas, etc..., son 
detectados por moléculas especializadas como son los receptores de reconocimiento 
de patrones (PRRs) [1]. Cuando uno de estos receptores interacciona con su ligando, 
se inicia una cascada de señales intracelulares que terminan con la internalización del 
patógeno, la secreción de citoquinas u otras reacciones encaminadas a eliminar dicho 
patógeno. A estas cascadas de señalización se unen otros mecanismos efectores, entre 
los que se encuentran los mediados a través del complemento y del IFN [2].  
1.1. El Interferón 
Los IFNs, que fueron descubiertos hace medio siglo, son un grupo de citoquinas 
secretadas que desempeñan un papel clave en la respuesta innata contra una infección 
vírica [3]. Entre las principales funciones de los IFNs cabe destacar su capacidad de 
inducir actividad antiviral a través de la estimulación de la transcripción de más de 300 
genes (ISGs), de estimular células T citotóxicas, de modular la respuesta inmune y su 
actividad antiproliferativa [3]. 
1.1.1. Tipos de interferón 
Los IFNs se pueden clasificar en tres tipos (tipo I, II y III) dependiendo del receptor a 
través del cual señalizan (Tabla I). Los IFNs tipo I se expresan en la mayoría de las 
células y componen la familia más grande de IFNs. En cambio el IFN-γ es el único 
miembro de los IFNs tipo II, codificado por un locus cromosómico diferente que los del 
tipo I [4]. El IFN-γ está producido principalmente por células inmunitarias y, a pesar de 




inmune adaptativa. Los IFNs tipo III se descubrieron recientemente y aunque tienen un 
receptor único comparten la misma ruta de señalización que los IFNs tipo I [5-7]. Los 
receptores de los IFNs tipo III se expresan específicamente en las células epiteliales [8]. 
 
 
Tabla I. Clasificación de IFNs y sus receptores [9]. 
Tipo Subtipo Receptor 
      
Tipo I IFN-α (13 subtipos) IFNARI  IFNAR2 
 IFN-β, IFN-ε, IFN-κ, IFN-ω  
 IFN-δ (cerdo), IFN-τ (rumiantes), IFN-ζ (ratón)  
      
Tipo II IFN-γ IFNGRI  IFNGR2 
      
Tipo III IFN-λ1, IFN-λ2, IFN-λ3, IFN-λ4 IFNLRI  IFNLR2 
 
 
1.1.2. Sistema del interferón 
Los antígenos virales o PAMPs son reconocidos por las células a través de 
receptores celulares o PRRs. Este reconocimiento induce la activación de una serie de 
factores transcripcionales que se unen en la región promotora del gen del IFN para 
inducir su expresión. El IFN sintetizado es secretado al medio extracelular dónde se une 
a su receptor específico en células adyacentes activando una cascada de señalización 
que finalmente induce la expresión de genes implicados en bloquear la replicación viral, 
creando de esta forma un estado antiviral que protege a la célula de posibles nuevas 





Figura 1. Esquema representativo del mecanismo de acción del IFN. El virus es reconocido 
por la célula infectada activando la inducción del IFN. El IFN es liberado al medio extracelular 
donde se une a sus receptores específicos activando una cascada de señalización que induce 
la transcripción de distintos genes creando un estado antiviral en la célula. 
 
1.1.3. Inducción del IFN tipo I 
Los IFNs son inducidos por la activación de los PRRs, que se pueden dividir en dos 
grandes grupos. El primer grupo está formado por miembros de los receptores Toll 
(TLR). Estas proteínas se encuentran asociadas a membranas, bien en la superficie 
celular, bien en compartimentos intracelulares, donde reconocen ácidos nucleicos y 
glicoproteínas (PAMPs). El segundo grupo está formado por sensores citoplasmáticos, 
entre los que se encuentran los receptores de la familia de helicasas RIG-I (Retinoic 
acid Inducible gene-I) (RLR) y cGAS (cyclic GMP–AMP synthase), que del mismo modo 
reconocen material genético foráneo [10-12]. 
1.1.3.1. Ruta de inducción a través de los receptores TLR 
Los TLRs involucrados en el reconocimiento de material genético viral son: TLR-3 
que reconoce ARN de cadena doble (ARNdc), los TLR-7 y 8 que detectan ARN de 
cadena sencilla (ARNcs) y el TLR-9 que reconoce secuencias virales CpG-ADN [13]. 
Los TLR-3, 7, 8 y 9 están localizados en las superficies celulares y en compartimentos 
intracelulares como lisosomas, endosomas y retículo endoplasmático. Los TLRs 
detectan genomas virales de partículas virales lisadas, iniciando una cascada de 
señalización que conduce a la producción del IFN y otras moléculas pro-inflamatorias 
[14]. Los TLRs al reconocer los PAMPs, interaccionan con moléculas adaptadoras como 
TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-β) en el caso de TLR-3, o MyD88 




transducción de la señal, activando una serie de factores de transcripción como TRAF, 
TANK,  IRF-3 e IRF-7, finalizando con la producción del IFN y citoquinas proinflamatorias 
[15] (Figura 2). 
1.1.3.2. Ruta de inducción a través de los receptores RLR y cGAS 
La familia de receptores RLR está formada por tres componentes; RIG-I, MDA5 
(Melanoma Differentiation-Associated protein 5) y LGP2 (laboratory of genetics and 
physiology 2) [16]. Los RLRs son proteínas citoplasmáticas que detectan genoma viral 
en el citoplasma [17]. RIG-I se activa mediante moléculas de ARNcd de longitud corta y 
ARNcs que presentan extremos 5’ trifosfatos y difosfatos producidos por las polimerasas 
virales, mientras que MDA5 reconoce ARNcd de una longitud mayor y ARNcs, tanto de 
polaridad negativa como positiva. LGP2 es una proteína estructuralmente relacionada 
con RIG-I y MDA5, que actúa como sensor de detección de ARN viral aunque su 
mecanismo no está completamente definido. RIG-I y MDA5 presentan dos dominios 
CARD en su extremo amino-terminal (N-terminal), un dominio helicasa DEX (D/H) y un 
dominio de unión a ARN en su extremo carboxi-terminal (C-terminal). LGP2 presenta 
los mismos dominios, a excepción de los dominios CARD. Tras la activación de los RLRs 
mediante la unión a su ligando, éstos se multimerizan y sus dominios CARD interactúan 
con el dominio CARD de la molécula adaptadora mitocondrial MAVS (mitocondrial 
antiviral signaling protein), anclada en la mitocondria [18]. Esto conduce al reclutamiento 
de las quinasas TBK1 (TANK-binding kinase 1) e IKKε (inhibitor of nuclear fraction kappa 
B kinase subunit epsilon). Estas dos quinasas son las responsables de la fosforilación 
de los factores de transcripción IRF3/7, dando lugar a su dimerización y translocación al 
núcleo, dónde se unen a la región promotora de genes del IFN tipo I, permitiendo su 
expresión [19] (Figura 2). 
La presencia del ADN citoplasmático asociado a la infección de los virus cuyo 
material genético es ADN, es el desencadenante de la inducción del IFN. 
Específicamente, el sensor celular cGAS se une al ADN citoplasmático, se activa y 
genera un dinucleótido, cGAMP (2′3′-cyclic-GMP–AMP), que se une al receptor del 
retículo endoplasmático STING (Stimulator of interferón genes) estimulando la cascada 





Figura 2. Esquema de la ruta de inducción del IFN tipo I. Los receptores celulares de la familia 
TLR o los sensores citoplasmáticos como RIG-I, MDA5 y cGAS reconocen el genoma viral. 
Ambas vías convergen en la activación de los factores de transcripción IRF3/IRF7 que se unen 
a la región promotora del IFN induciendo su expresión. 
 
1.1.4. Ruta de señalización del IFN 
La cascada de señalización del IFN (tipo I y III) se inicia con la unión del IFN a su 
receptor heterodimérico específico que se encuentra en la superficie celular. El IFN tipo 
I se une al heterodímero formado por las subunidades IFNAR1 e IFNAR2 y el IFN tipo 
III se une al heterodímero formado por las subunidades IFNLR1 e IFNLR2. Ambos IFNs 
comparten la cascada de señalización, que se inicia con la unión a sus receptores 
específicos originando un cambio conformacional y la dimerización del receptor, 
provocando el reclutamiento de las tirosinas quinasas JAK1 (Janus kinase) y TYK2 
(tyrosine kinase 2). Ambas fosforilan y activan a los factores de transcripción STAT1 y 
STAT2 (signal transducer and activator of transcription), formando entre ellos 
heterodímeros, que al unirse a IRF-9 forman un complejo denominado ISGF3 (IFN 
stimulated gene factor 3). Este complejo se transloca al núcleo y se une a secuencias 




situados en la región promotora de los genes activados por interferón (ISGs). El estado 
antiviral en la célula se produce por la transcripción de los ISGs.  
El IFN-γ se une a un receptor distinto, formado también por dos subunidades, 
IFNGR1 e IFNGR2. Esta unión induce la fosforilación de STAT1 por activación de las 
JAKs (JAK1 y 2), formando un homodímero de STAT1, este complejo conocido como 
GAF (gamma-interferon activation factor) se transloca al núcleo, y se une a secuencias 
promotoras de genes activados por IFN-γ, denominadas GAS (gamma activated 
sequence) (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Ruta de señalización a través de los IFN tipo I, II y III. Los IFNs se unen a 
receptores llamados IFNAR (para IFN Tipo I), IFNGR (para IFN tipo II) y IFNLR (para IFN tipo 
III), iniciando así la cascada de señalización de la JAK/STAT, permitiendo la activación de la ruta 
transcripcional mediante la unión de factores de transcripción a las secuencias específicas 
ISRE/GAS, desencadenando la expresión de varios genes (ISGs) que producirán un estado 
antiviral en la célula. 
 
1.1.5. ISGs 
La ruta de señalización del IFN tiene como resultado la transcripción de ISGs que 
producen un gran número de proteínas que bloquean la replicación viral, afectan al 
metabolismo celular o facilitan la apoptosis, creando un estado antiviral en la célula [20]. 
Entre los ISGs producidos en células estimuladas por IFN tipo I destacan las proteínas 
PKR (Protein kinase R), OAS (2'-5' Oligoadenylate Synthetase), MxA (Myxovirus 
resistance gene A), ISG15 (Interferon Stimulated Gene 15) e ISG54 (Interferon 




bloquea la síntesis de las proteínas virales y del hospedador y la proteína OAS activa 
una ARNasa intracelular (ARNasaL) que degrada tanto el ARN viral como el del 
hospedador, llegando en los dos casos a la muerte celular por apoptosis [21]. MxA es 
una proteína con actividad GTPasa, que provoca la inhibición de la replicación viral [22]. 
La proteína ISG15 es un modificador similar a la ubiquitina (Ub) que desempeña un 
papel importante durante la respuesta del huésped a las infecciones virales [23]. La 
proteína ISG54 interactúa con el factor de iniciación de la traducción eIF-3, inhibiendo 
la traducción y la síntesis de proteínas [24]. 
Los ISGs producidos en células estimuladas con IFN tipo II codifican proteínas como 
IRF-1 (Interferon regulatory factor 1) e IP-10 (Interferon gamma-induced protein 10). 
IRF-1 es un factor de transcripción capaz de unirse a regiones promotoras ISRE y 
promover la expresión del IFN-β. Este factor está regulado positivamente por NF-κB 
[25]. La quimioquina IP-10 es un quimioatrayente de células T activadas y repelente de 
neutrófilos [26]. 
1.2. Estrategias virales de evasión de la respuesta al IFN 
Los IFNs son la primera línea de defensa del hospedador contra una gran variedad 
de infecciones virales y los virus han desarrollado diferentes estrategias para 
contrarrestarla. Estas estrategias se pueden dividir en dos categorías, estrategias de 
evasión de la ruta de inducción del IFN y estrategias de evasión de la ruta de 
señalización. 
1.2.1. Estrategias virales de evasión frente a la ruta de inducción del IFN 
Los virus sintetizan proteínas virales que pueden interactuar directamente con 
factores que intervienen en la ruta de inducción del IFN, inhibiendo sus funciones y 
bloqueando la activación de dicha ruta en distintos puntos. Por ejemplo, la proteína no 
estructural NS1 del virus Influenza A interacciona directamente con el sensor 
citoplasmático RIG-I, formando un complejo insoluble (RIG-I/MAVs/NS1) que produce 
el bloqueo de la ruta de inducción del IFN [27]. Otros ejemplos de unión directa son la 
unión de la proteína V de los paramixovirus a MDA5 [28], la unión de la proteína γ134.5 
del virus herpes simple (HSV) a TBK1 impidiendo la activación de IRF3 [29] y la unión 
de la proteína VP35 del virus Ébola con IKKε y TBK1 [30]. 
Otras estrategias de evasión consisten en la degradación de algunos factores como 
por ejemplo, la degradación de RIG-I mediante la proteasa 3C del virus de la 
encefalomiocarditis (ECMV) [31] o la degradación vía proteasoma de IRF3 mediante la 
proteasa Npro del virus de la peste porcina clásica (CSFV) [32]. IRF3 es el factor clave 




el objeto de inhibir su fosforilación, inactivándolo e impidiendo así la inducción del IFN. 
Por ejemplo, la proteasa NS3/4A del virus de la hepatitis C (HCV) [33] y la proteína 
nsp1β del virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) [34] son 
capaces de inhibir la fosforilación de IRF3. 
Otras estrategias de evasión de la ruta de inducción del IFN son las que presentan 
algunas proteínas virales que actúan como deubiquitinasas (DUBs) inhibiendo la 
activación dependiente de ubiquitinación, necesaria para la activación de la ruta de 
inducción del IFN [35, 36] o bien otras que actúan como moléculas homólogas a las que 
activan las rutas de señalización a través de TLR y RLR de la célula huésped, impidiendo 
la activación de la ruta de inducción del IFN [37, 38]. 
1.2.2. Estrategias virales de evasión frente a la ruta de señalización del 
IFN 
Los virus han desarrollado diferentes estrategias con las que antagonizar la vía de 
señalización JAK/STAT influyendo en la virulencia y patogénesis viral. La unión de los 
IFNs a sus receptores es el primer paso de activación de la ruta JAK/STAT, siendo diana 
de muchos virus como el virus Vaccinia que codifica la proteína B18R que actúa como 
una molécula de unión a IFN, impidiendo la señalización a través de sus receptores [39]. 
Las proteínas C y V del virus del sarampión forman un complejo junto con el receptor 
IFNAR1 bloqueando la ruta de señalización [40] y la proteína NS1 del virus Influenza A 
reduce la expresión del receptor IFNAR1 a nivel transcripcional [41].  
Otra estrategia de evasión de la ruta de señalización, muy común en muchos virus, 
consiste en la reducción de los niveles de expresión de moléculas implicadas en la 
cascada de señalización, por ejemplo el virus del citomegalovirus humano (HCMV) 
reduce los niveles de JAK1 [42] o la proteína E1A del adenovirus humano tipo 5 reduce 
los niveles de STAT1 e IRF9 [43]. En otros casos, los virus codifican proteínas que 
interaccionan directamente con factores de la ruta JAK/STAT para degradarlos, inhibir 
su fosforilación o bloquearlos, como  por ejemplo la proteína E6 del HPV18 que se une 
a TYK2 e inhibe la expresión de su forma fosforilada (pTYK2) [44], la proteína V del virus 
del sarampión (MeV) que se une a JAK1 bloqueando la cascada de señalización [45], 
las proteínas P, V y W de algunos paramixovirus interaccionan con las moleculas STATs 
bloqueando la ruta de señalización [46], la proteína V de algunos virus de los géneros 
Respirovirus y Rubulavirus interaccionan con STAT1 y STAT2 para degradarlas [46-50], 
todos los flavivirus pueden inhibir la expresión de JAK1 fosforilado (pJAK1) [51-54], 




(ZIKV) degradan STAT2 [9, 55, 56], o la proteína NSP1 de rotavirus que degrada IRF9 
[57]. 
La translocación al núcleo del complejo ISGF3 se considera otra diana para los virus, 
como es el caso del virus de la rabia que codifica la proteína P que interacciona con 
STAT1 sin afectar a su fosforilación, pero impidiendo su translocación al núcleo [58]. 
Otros virus codifican proteínas que actúan sobre la importina KPNA1, responsable de la 
translocación al núcleo de pSTAT1, como es el caso de la proteína VP24 del virus Ébola 
que interacciona directamente con ella [59, 60] o de la proteína nsp1β de PRRSV y la 
proteína 3Cpro del virus de la fiebre aftosa (FMDV) que inducen la degradación mediada 
por ubiquitina de KPNA1 sin una interacción directa [61, 62]. Por otro lado, la 
oncoproteína E7 del papilomavirus se une a IRF9 bloqueando la formación del complejo 
ISGF3 [63]. 
La activación de la transcripción de los ISGs por el complejo ISGF3 es el último paso 
de la cascada de señalización del IFN, en el cual están implicados diversos cofactores 
de transcripción o coactivadores. Algunos virus antagonizan este paso de la ruta, como 
por ejemplo el bocavirus porcino que codifica la proteína NP1 que impide que el 
complejo ISGF3 se una al ADN, ya que la proteína NS1 interacciona con el dominio de 
unión al ADN (DBD) de IRF9 [64] o el HCV, que inhibe la unión de ISGF3 a la región 
ISRE mediante la proteína Core [65]. 
Otras estrategias de evasión están basadas en la regulación de proteínas 
involucradas en la cascada JAK/STAT por micro ARN (miARN), como es el caso del 
aumento del miR-30c durante la infección por PRRSV que provoca una disminución de 
la expresión de JAK1, resultando en una mayor efectividad de la infección [66] o el 
aumento del miARN-373 en infecciones con HCV, que suprime la expresión de JAK1 e 
IRF9 [67]. Algunos virus han desarrollado mecanismos para inducir la expresión de 
proteínas del hospedador conocidas como supresores de la señalización de citoquinas 
(SOCS) para promover la supervivencia del virus. Las proteínas SOCS inhiben las vías 
protectoras de señalización antiviral, permitiendo que los virus evadan la respuesta 
inmune del huésped [68]. Virus como el HCV o el virus influenza A que inducen una 
sobreexpresión de SOCS3 en células infectadas, utilizan dicha estrategia [69, 70]. 
1.2.3. Sistema ubiquitinación  
Una de las estrategias más frecuentes de los virus para evadir el sistema del IFN es 
utilizar el propio sistema endógeno de ubiquitinación de la célula hospedadora para 
degradar proteínas involucradas en las rutas del IFN. La ubiquitinación es un proceso 




covalente de la Ub (proteína de 76 aa muy conservada en los eucariotas) a otra proteína, 
señalándola como objeto de degradación [71]. Existen dos caminos para la degradación 
de las proteínas: la vía vesicular mediada por los lisosomas y la vía citosólica mediada 
por el proteasoma. La ubiquitinación presenta al menos tres variantes: a) mono-Ub, b) 
multi-Ub y c) poli-Ub, y consta de una serie de pasos. En primer lugar, la activación de 
una molécula de Ub a través de la enzima E1 (de activación), seguido de la transferencia 
de la ubiquitina de E1 a la enzima E2 (de conjugación) y, finalmente la ligación mediante 
un enlace isopeptídico entre la glicina del carbono terminal de la Ub con la lisina de la 
proteína diana gracias a la acción de las enzimas E3 (de ligación). Una vez que la Ub 
se ha unido a la proteína, se empiezan a agregar más moléculas de Ub, dando como 
resultado la formación de una cadena poli-Ub que permite la degradación de la proteína. 
El proceso de ubiquitinación es reversible, y está mediado por enzimas DUBs, las cuales 
interactúan con el complejo E3-sustrato eliminando las moléculas de Ub [72]. La Ub 
posee en su estructura 7 residuos de lisina importantes para la poli-Ub (posiciones 6, 
11, 27, 29, 33, 48 y 63) y modificados en función del residuo sobre el cual se unen las 
nuevas unidades de Ub. 
Este mecanismo es utilizado por muchos virus para degradar factores diana, como 
es el caso de los STATs, que es degradado vía proteasoma por la proteína NS5 de 
DenV y ZIKV [55, 56]. Por otro lado, algunos virus codifican proteínas virales que actúan 
como DUBs, como es el caso de la proteína L del virus de la fiebre hemorrágica de 
Crimea Congo, que escinde cadenas poli-Ub e inhibe las rutas antivirales dependientes 
de ISG15 y Ub [73].  
 
2. Peste de los pequeños rumiantes 
La peste de los pequeños rumiantes (PPR) es una enfermedad vírica, causada por 
el virus de la peste de los pequeños rumiantes (PPRV), de progresión aguda. Descrita 
por primera vez en 1942 en Costa de Marfil [74], cobró especial relevancia a partir de 
2011 tras la erradicación de la peste bovina (RP), ya que probablemente haya estado 
enmascarada por la campaña de vacunación contra RP al existir protección cruzada 
entre RP y PPR. La PPR está incluida en la lista de enfermedades del Código Sanitario 
para los Animales Terrestres de la OIE, y es de declaración obligatoria a la OIE. Además, 
en 2015 se aprobó la Estrategia mundial para el control y la erradicación de la PPR de 
la OIE y la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 




La PPR es una enfermedad que afecta a mamíferos ungulados domésticos, 
principalmente ovejas y cabras, siendo más susceptible el ganado caprino que el ovino 
[76]. Otros animales domésticos como los camellos y el ganado bovino sufren una 
infección subclínica de la PPR, pero no contribuyen a la epidemiología de la 
enfermedad, ya que no tienen la capacidad de excretar el virus [77]. Se han detectado 
brotes en pequeños rumiantes silvestres en cautiverio y libres en la naturaleza [78, 79]. 
Los rumiantes domésticos infectados son la principal fuente de PPRV, estando 
presente en lágrimas, salivas, secreciones nasales, orina y heces [80]. El principal 
método de transmisión es por contacto directo entre animales sanos e infectados, 
mediante inhalación de aerosoles y por ingestión de alimento, agua y fómites 
contaminados. Factores como la obtención de animales de diferentes proveedores, su 
manejo y estabulación, son prácticas tradicionales en la cría ovino-caprina que supone 
un alto riesgo en la transmisión del virus [81]. 
Los signos clínicos generalmente aparecen entre los 2-7 días, después de estar en 
contacto con un animal infectado [82], y se limitan a fiebre alta, depresión grave, falta 
de apetito y secreciones nasales [83]. PPRV tiene tropismo por órganos epiteliales y 
linfoides, originando una inmunosupresión [76], haciendo que los animales afectados 
sean muy vulnerables a infecciones secundarias [84]. La infección afecta más 
seriamente a los animales jóvenes y al ganado caprino. Cuando ocurren brotes sobre 
poblaciones no expuestas previamente (naïve), se alcanzan tasas de morbilidad de 
hasta el 100%, con muerte en 80-90 % de los casos.  
PPR está localizada en zonas con pocos recursos para hacer frente a los focos de 
esta enfermedad. Durante algún tiempo los informes de PPR se limitaron a África 
Occidental pero actualmente, está distribuida por la mayor parte de África, en Oriente 
Medio y Próximo, en casi todo el continente asiático, desde el Oeste de Asia hasta China 
y recientemente ha llegado a Europa, por la notificación a la OIE de un brote en Georgia 
en 2016 [85, 86]. Existen 4 linajes distinguibles descritos hasta ahora, determinados por 
la comparación de secuencias de una pequeña región variable del extremo C-terminal 
del gen que codifica la proteína N (1360±1614, 255 nt de longitud) o una región del gen 
que codifica la proteína F (256±575, 319 nt de longitud) [87]. Sin embargo, los cuatro 
linajes comparten el mismo serotipo y una sola cepa vacunal, basada en un aislado 
nigeriano, que ha proporcionado una protección completa contra la enfermedad en 






2.1. Virus de la peste de los pequeños rumiantes 
2.1.1. Clasificación taxonómica y morfología 
PPRV se clasifica dentro del Orden de los Mononegavirales, familia Paramyxoviridae 
y género Morbillivirus, constituido por siete miembros, los cuales pueden producir 
importantes enfermedades en diferentes hospedadores, como MeV en humanos, virus 
de la peste bovina (RPV) en vacas, PPRV en cabras y ovejas, virus del Distemper 
Canino (CDV) en perros, virus del Distemper de la Foca (PDV), Morbillivirus de los 
cetáceos (CeMV) en ballenas, marsopas y delfines, y Morbillivirus felino (FMV) en 
mustélidos y grandes felinos [88]. Aunque la más temida de estas enfermedades, la 
peste bovina, ha sido erradicada, otras enfermedades importantes producidas por 
morbillivirus siguen siendo una amenaza para sus hospedadores [89-91] 
El virión de PPRV presenta una forma pleomórfica con una envuelta lipídica derivada 
de la membrana celular. Contiene como material genético una cadena de ARN de 
polaridad negativa y no segmentado de 15.948 nucleótidos (nt) de longitud. La 
nucleocápsida está formada por el ARN genómico protegido por un complejo de 
ribonucleoproteína (RNP), compuesto por la nucleoproteína (N), junto con la 
fosfoproteína (P) y la Polimerasa (L) [92]. 
2.1.2. Composición y organización genómica 
El genoma viral de PPRV contiene seis unidades de transcripción no superpuestas, 
los genes N, P, M, F, H y L, que codifican seis proteínas estructurales: la proteína de la 
nucleocápsida (N), la fosfoproteína (P), la proteína de fusión (F), la proteína de la matriz 
(M), la hemaglutinina neuroaminidasa (H) y la proteína de la polimerasa (L), y tres 
proteínas no estructurales C, V y W [92]. En la Figura 4 se esquematiza una partícula 






Figura 4. (A) Representación esquemática de una partícula de PPRV. (B) Representación 
esquemática de la organización genómica de PPRV. El genoma de PPRV es un ARN de 
cadena simple, de polaridad negativa que contiene seis genes que codifican 9 proteínas. A partir 
del gen P se codifican 3 proteínas no estructurales. 
 
2.1.3. Ciclo viral 
El ciclo replicativo de PPRV tiene una duración de entre 6 y 8 h en cultivos celulares 
[93]. Se inicia con la interacción entre el virus y los receptores celulares (Slam/nectina-
4), en la que está implicada la proteína H del virión. La nucleocápsida entra al citoplasma 
celular por fusión de las membranas viral y celular, facilitada por la proteína F [94]. La 
replicación viral y la transcripción se inician en el citoplasma, donde la RdRP (RNA-
dependent RNA polymerase) inicia la síntesis del ARNm. Por último, se produce el 
proceso de ensamblaje de la progenie viral y la liberación de esta mediante gemación. 
Este último paso no está muy esclarecido en los morbillivirus [82].  
2.1.4. Proteínas estructurales de PPRV 
La proteína N envuelve el genoma viral formando parte del complejo 
ribonucleoproteico junto con las proteínas P y L. Es la proteína que se produce en mayor 
cantidad en los morbillivirus [95]. La proteína P es esencial para la replicación del virus 
y está involucrada en todos los aspectos del ciclo viral, principalmente en el ensamblaje 
de la nucleocápsida y en la síntesis de ARN [96]. Es la proteína menos conservada 
dentro de los morbillivirus [97]. Además, la proteína P es una de las herramientas 
utilizadas por estos virus para bloquear las rutas de señalización del IFN, como en el 
caso de RPV que bloquea la fosforilación y translocación nuclear de STAT1 y STAT2 
[98]. 
La proteína M hace de enlace entre la nucleocápsida y las glicoproteínas de 




proteína F forma espículas en la superficie de la envoltura viral junto con la proteína H. 
Está implicada en la hemólisis inducida por el virus, la formación de sincitios por la fusión 
de membranas entre células y la iniciación de la infección [100, 101]. La proteína H de 
PPRV tiene tanto actividad hemaglutinante como neuraminidasa, a diferencia de otros 
morbillivirus [102]. Determina la especificidad de hospedador al reconocer los 
receptores de la membrana celular y anclar el virus al receptor [103]. La proteína L es la 
proteína más grande de los morbillivirus y la que menos se expresa en la célula 
infectada. La proteína L es RdRP, que junto con la proteína P lleva a cabo la replicación, 
transcripción, capping y poliadenilación de los  ARN mensajeros (ARNm) virales. 
 
2.1.5. Proteínas no estructurales de PPRV 
 En los morbillivirus, el gen P es policistrónico, codificando además de la proteína 
estructural P (1530 nt), las proteínas no estructurales C (534 nt), V (897 nt) y W (744 nt), 
las cuales juegan un papel crucial en el bloqueo de la respuesta inmune del hospedador 
[98]. 
Sólo los géneros Henipavirus, Morbillivirus y Respirovirus producen la proteína C, 
codificada a partir de la transcripción de un ORF alternativo solapante que, en el caso 
de PPRV comienza 22 nt después del inicio de las proteínas P, V y W [104]. La proteína 
C está implicada en la replicación del genoma viral en células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC), en la regulación de la síntesis de ARN [105], en la determinación de 
virulencia [106], en la traducción de proteínas virales [107] y en el bloqueo de la 
inducción del IFN tipo I [108] uniéndose a MDA5, interfiriendo con la transcripción del 
IFN- en el núcleo [109].  
Las proteínas V y W se producen por inserción co-transcripcional, adicionando en un 
sitio específico de edición (posición 685-692) del gen P, el nt guanina (g), provocando 
un cambio de fase de lectura, generando transcritos distintos. En el caso de la proteína 
P no hay ninguna inserción, en el caso de la proteína V se produce una inserción (+1g) 
y en el caso de la proteína W se necesitarían dos inserciones (+2g) de nucleótido [110] 
(Figura 5). La proteína V en los paramixovirus contiene dos dominios evolutivamente 
distintos. El dominio N-terminal, común entre las proteínas virales P, V y W, que no está 
altamente conservado entre los virus y el dominio C-terminal, que es diferente entre las 
tres proteínas (P, V y W), destacándose en la proteína V, el dominio de unión a zinc, 
altamente conservado y constituido por un residuo de histidina y siete residuos de 






Figura 5. (A) Sitio de edición del gen P de PPRV (subrayado) (B) Organización de las 
proteínas codificadas en el gen P. No hay edición para la proteína P. La co-transcripción se 
obtiene por la adición de nt guanina (g). V (+1g) y W (+2g). La proteína C tiene un ORF distinto 
solapante, que inicia 22 nt después. 
 
La tercera parte de la producción del gen P conlleva la transcripción del gen que 
codifica la proteína V, mientras que la frecuencia de co-transcripción del gen W ha sido 
descrito entre un 1 y un 2% [112], igual que en RPV [113], sembrando la duda de si es 
un factor real con una función o algo accidental. 
La proteína V tiene la capacidad de modular la respuesta inmune. En cambio, la 
proteína W de los morbillivirus está poco estudiada en cuanto a su conformación y 
funciones, y no se sabe con seguridad si tiene funciones distintas o es simplemente un 
producto accidental del mecanismo de edición que produce la proteína V. Por el 
contrario, la proteína W de otros paramixovirus, como el virus del Nipah (NiV) actúa 
sobre la señalización del IFN a través de la interacción y secuestro de STAT1 en el 
núcleo [114] y la inhibición de la ruta de las TLR3 [115]. 
2.1.6. Mecanismos de evasión de la respuesta inmune por PPRV 
PPRV produce una infección aguda que provoca una supresión transitoria del 
sistema inmune del hospedador durante y después del transcurso de la infección. PPRV 
es un virus linfotrópico, pudiéndose detectar el ARN y proteínas virales en PBMCs y 
tejidos linfoides [116]. La inmunosupresión puede ser causada por la inhibición de la 
inducción del IFN, la alteración de la respuesta de citoquinas, la supresión de la 
respuesta inflamatoria, por la infección directa y destrucción de leucocitos (leucopenia), 
inhibición de la síntesis de inmunoglobulinas (pérdida de células B) o por la detención 
del ciclo celular después del contacto directo con glicoproteínas virales [82]. 
En general los morbillivirus tienen la capacidad de antagonizar la acción de la 
respuesta inmune del hospedador con distintas proteínas virales. Así, pueden bloquear 
a través de distintos mecanismos el sistema de acción del IFN lo cual tiene 
consecuencias significativas en el desarrollo de la enfermedad [117].  
Los únicos datos que existen en PPRV sobre los mecanismos de interferencia con 
la ruta del IFN están basados en la similitud con otros sistemas virales mejor conocidos, 




demostrado que las proteínas V y C de PPRV están involucradas en la inhibición de la 
inducción del IFN, comprobando la interacción de la proteína V con MDA5 y una 
interacción débil con LGP2 y RIG-I. El mecanismo de la proteína C de PPRV para 
bloquear la inducción del IFN no está esclarecido [118]. En cambio, en otros 
paramixovirus la proteína C interfiere con IRF3 afectando a su fosforilación y su 
traslocación al núcleo [109].  
La proteína V de PPRV es eficaz en el bloqueo de la acción del IFN, interactuando 
con múltiples componentes de la ruta de señalización, como son las quinasas TYK2 y 
JAK1 y los factores de transcripción STAT1 y STAT2 [104]. El dominio N-terminal de la 
proteína V de PPRV presenta dos residuos tirosina (Y) altamente conservados 
implicados en la unión de STAT1, conservados en muchos morbillivirus [119]. El dominio 
C-terminal interactúa con las quinasas TYK2 y JAK1 y el anillo de zinc permite la unión 
a STAT2 mediante los residuos triptófano 275 y 277 [120-122]. Las proteínas P y N de 
PPRV también tienen un efecto en las rutas de señalización tipo I y II, aunque el efecto 
inhibitorio es mucho menor que el ocasionado por la proteína V [122]. 
 
3. La lengua azul 
La lengua azul (Bluetongue, BT) es una enfermedad vírica, no contagiosa, 
transmitida por varias especies de dípteros hematófagos del género Culicoides (familia 
Ceratopogonidae), que afecta a diferentes especies de rumiantes tanto domésticos 
como silvestres [123]. La BT fue descrita por primera vez en Sudáfrica en la Colonia del 
Cabo, tras la introducción de ovejas procedentes de Europa [124] y actualmente está 
incluida dentro de la lista de enfermedades de la declaración obligatoria de la OIE. 
El rango de hospedadores es muy amplio (ovinos, caprinos, bovinos, cérvidos y otros 
artiodáctilos salvajes) pero el ganado ovino es el más susceptible a desarrollar la 
enfermedad, pudiéndose alcanzar altas tasas de morbilidad y mortalidad. Se han 
detectado diferentes especies de rumiantes salvajes seropositivos, como el gamo [125], 
el antílope [126] y diferentes especies de gacelas [127], en las que la infección es 
generalmente subclínica [128]. BT también aparece en animales no rumiantes como 
carnívoros africanos (leones, hienas, chacales, etc…), cuya infección es probablemente 
debida a la ingesta de animales infectados [129].  
La principal vía de transmisión de BTV es a través de la picadura de insectos del 
género Culicoides,[130] y, en consecuencia, los focos dependen de la coexistencia del 
vector con animales susceptibles a la enfermedad. Existen más de 1400 especies de 




transmisión de BTV [132]. Los Culicoides habitan en áreas cálidas, húmedas y fangosas 
y debido al cambio climático se ha prolongado el periodo de transmisión de BTV. La 
aparición de la enfermedad generalmente coincide con un incremento de la actividad 
del vector durante los periodos de temperatura alta y lluvias y una remisión con la 
primera helada o condiciones de frío intenso. Otras vías de transmisión son la vía 
transplacentaria, como ocurre en el caso del serotipo 8 de BTV en ovejas [133] y ganado 
vacuno [134], así como a través del semen [135], aunque estos datos son de escasa 
importancia epidemiológica. Hay pocas evidencias al respecto y no está claro si la 
transmisión requiere contacto directo o indirecto, aunque recientes estudios realizados 
con los serotipos 26 y 27 de BTV demuestran una transmisión mediante contacto directo 
[136, 137]. El virus no se transmite a través de la lana, la carne, la leche y sus derivados. 
Tras la picadura de un Culicoides infectado, el virus replica inicialmente en la piel 
[138] y viaja a través de la linfa hacia los nódulos linfáticos locales, donde infecta células 
dendríticas, macrófagos y linfocitos [139, 140]. Después el virus se disemina a 
numerosos tejidos y órganos, replicando fundamentalmente en el bazo, los ganglios 
linfáticos y el pulmón [128, 141]. El cuadro clínico tras la infección de los animales 
consiste en una viremia detectable a los 3 o 4 días, apareciendo los primeros signos 
después de un periodo de incubación de entre 7 y 10 días. El primer signo que se 
observa es la fiebre y se completa con depresión, emaciación y degeneración muscular 
[142]. Entre los síntomas más característicos destaca la aparición de edemas 
subcutáneos en cara, párpados, orejas y zona ventral del cuello junto a la presencia de 
descarga nasal, hipersalivación, inflamación y úlceras en la mucosa oral y lengua 
cianótica [143-145].  
Actualmente existen 27 serotipos de BTV reconocidos y distribuidos en todos los 
continentes, con la excepción de la Antártida [146, 147]. La distribución global de los 
serotipos de BTV está en constante cambio y con gran frecuencia se producen nuevas 
incursiones. La enfermedad es endémica en áreas tropicales y templadas de la mayor 
parte del mundo, donde el clima favorece la supervivencia del vector. El panorama 
actual de la Unión Europea muestra la presencia de los serotipos 1, 2, 3, 4, 8 y 16 y en 
España los serotipos circulantes actualmente son el 1 y el 4 [148].  
3.1. Virus de la lengua azul 
3.1.1. Clasificación taxonómica 
BTV se clasifica dentro del Orden de los Reoviridales, familia Reoviridae y es el 
prototipo del género Orbivirus [149]. Dentro de la familia Reoviridae se encuentran 




crustáceos, mamíferos, plantas y hongos, entre los que se incluyen varios patógenos 
humanos como los rotavirus y veterinarios como los orbivirus. La familia Reoviridae 
estás compuesta por 15 géneros de los cuales los géneros Coltivirus, Fijivirus, Orbivirus, 
Oryzavirus y Phytoreovirus son transmitidos por insectos, mientras que los otros 
géneros se propagan principalmente por vía fecal-oral [150]. 
3.1.2. Composición y organización genómica 
BTV es un virus sin envuelta y compuesto por 10 segmentos lineales de ARNcd. Los 
10 segmentos están empaquetados dentro de una triple capa proteica de simetría 
icosaédrica [151]. La capa externa del virión está formada por dos proteínas 
estructurales, VP2 y VP5 [152]. La capa intermedia está compuesta por la proteína 
estructural VP7 y la capa interna constituida por la VP3 que envuelve el core interno 
compuesto por las proteínas involucradas en la transcripción y replicación del virus, 
siendo éstas, VP1, VP4 y VP6. Además, BTV codifica cinco proteínas no estructurales 
(NS1-NS5) (Figura 7). 
 
Figura 7. (A) Representación esquemática de una partícula de BTV. (B) Representación 
esquemática de la organización genómica de BTV. El genoma de BTV contiene 10 segmentos 
de ARNcd que codifican 14 proteínas. 
 
3.1.3. Ciclo viral 
El ciclo viral se inicia con la interacción de la proteína VP2 con el ácido siálico en la 
superficie celular, provocando la internalización del virión mediante endocitosis mediada 
por vesículas revestidas de clatrina [153]. La VP2 se disocia de la cápsida externa y la 
acidificación induce la fusión de VP5 con la membrana del endosoma [154], liberando el 
core transcripcional al citoplasma de la célula, donde el virus replica. El complejo de 




las proteínas virales se realiza aprovechando la maquinaria de la célula hospedadora. 
A continuación, en los cuerpos de inclusión se produce la encapsidación de los 
segmentos dentro de la envoltura que forma la VP3, interviniendo las proteínas NS2 y 
NS1. La partícula ensamblada abandona los cuerpos de inclusión y a través del tráfico 
de vesículas exocíticas, mediante la interacción con la proteína NS3, se unen las 
proteínas VP2 y VP5, formando la cápsida externa. La salida de los viriones al exterior 
de la célula tiene lugar por la desestabilización de la membrana gracias a la actividad 
viroporina de la NS3, [155] o por gemación [156].  
 
3.1.4. Proteínas estructurales de BTV 
La proteína VP2 es la proteína mayoritaria de la capa externa del virión [157] y la más 
variable entre las proteínas de BTV, siendo el determinante principal de serotipo [158]. 
Esta proteína es responsable de la unión al receptor situado en la superficie celular y de 
hemaglutinación y, es la principal diana para los anticuerpos neutralizantes [159]. 
También participa en la liberación de los viriones de células infectadas, ya que 
interacciona con la proteína NS3 y colocaliza con ella en el aparato de Golgi, en las 
vesículas exocíticas y en la membrana plasmática [160]. El Segmento 6 codifica la 
proteína VP5 que, junto con la VP2 forma los motivos globulares de la capa externa del 
virión [157]. VP5 actúa como una proteína de penetración de membranas que media la 
liberación de las partículas virales del endosoma al citoplasma. VP3 y VP7 son proteínas 
más conservadas que las descritas previamente y forman la parte estructural del core 
del virión y expresan en su estructura primaria determinantes antigénicos específicos de 
grupo [161, 162]. Otras proteínas estructurales son VP1, VP4 y VP6 que forman el 
complejo de transcripción. VP1 actúa como la replicasa que sintetiza ARNdc a partir de 
ARN de cadena positiva, VP4 cataliza todas las reacciones necesarias para generar el 
cap [163] y VP6 tiene actividad de unión a ATP, actividad helicasa [164] y actividad 
ATPasa RNA dependiente. 
3.1.5. Proteínas no estructurales de BTV 
Las proteínas no estructurales se encuentran altamente conservadas entre serotipos. 
La proteína NS1 forma túbulos intracelulares, posiblemente causantes del efecto 
citopático de BTV y favorece la traducción de las proteínas virales [165]. NS2 es el 
principal componente de los cuerpos de inclusión viral [166], se une a ARNcs viral [167] 
y está involucrada en el ensamblaje viral [168]. NS3 es una proteína de membrana con 
dos dominios transmembrana, un dominio N-terminal largo y un dominio C-terminal más 




glicosilación (residuo Asparagina 150) [160]. En el extremo N-terminal presenta dos 
dominios denominados “late-domains”: el dominio PSAP que interacciona directamente 
con el gen 101 de susceptibilidad tumoral (Tsg101) y el dominio PPRY que interacciona 
con una E3 ubiquitin ligasa (NEDD4, neural precursor cell expressed developmentally 
down-regulated protein 4), implicados en la liberación del virión por gemación [156] 
(Figura 8). Estos dominios están muy conservados entre serotipos [169]. En el extremo 
C-terminal existe una región comprendida entre los aminoácidos (aa) 196-202 implicada 
en la unión a VP2 [156]. Con estas propiedades, la proteína NS3 es esencial para el 
tráfico de los viriones y su liberación. Además, se ha demostrado que inhibe la inducción 
del IFN, aunque el mecanismo no está descrito claramente [170]. Existe una isoforma 
de NS3 llamada NS3A que se codifica a partir de la transducción de un ORF alternativo 
solapante, situado en la posición 14, con unos niveles de expresión más altos en células 
de insecto que en las de mamífero [171]. El papel de esta proteína no está totalmente 
claro, aunque se conoce que no es necesaria para la replicación del virus. 
 
 
Figura 8. Representación esquemática de la proteína NS3 de BTV. (A) Esquema lineal de 
la proteína. (B) Estructura de la proteína NS3. Presenta un dominio N-terminal intracelular (IC) 
con los dominios PSAP y PPRY (amarillo), dos dominios transmembrana (TM) separados por un 
dominio extracelular (EC) con un residuo de glicosilación y un dominio C-terminal IC con la región 
involucrada en la unión de VP2 (rojo). 
 
NS4 es una proteína pequeña de entre 77 y 79 aa, muy conservada entre los 
diferentes serotipos, presentando una región de 11 aa en su extremo N-terminal 
implicada en el tráfico nuclear de la proteína [172]. NS4 está localizada en el nucleolo y 
es necesaria para la replicación viral y para contrarrestar la respuesta inmune innata del 




de BTV, que codifica una posible proteína funcional (NS5) localizada en el núcleo y que 
parece no ser necesaria para la replicación del virus [174]. 
3.1.6. Modulación de la respuesta inmune por BTV  
La respuesta inmune frente a BTV se caracteriza por la inducción de una respuesta 
humoral, anticuerpos neutralizantes, y una respuesta celular en animales infectados. A 
pesar de ello, los animales infectados con BTV pueden mantener la viremia durante 
largos periodos de tiempo, lo que indica que BTV puede modular la respuesta inmune y 
crear un estado de pseudo-persistencia [175]. En nuestro grupo hemos descrito que una 
infección por BTV induce una inmunosupresión aguda en el hospedador, al infectar y 
destruir las células dendríticas foliculares e impedir la capacidad de inducción de 
anticuerpos de los centros germinales de los folículos secundarios, donde las células B 
se diferencian en células memoria o células plasmáticas productoras de anticuerpos, 
provocando un retardo en la producción de anticuerpos de alta afinidad y en la 
neutralización del virus. La inmunosupresión inducida por BTV está asociada con la 
virulencia del virus y la clínica de la infección [140]. 
Tras la infección con BTV se detecta una fuerte inducción del IFN tipo I en muchos 
modelos in vivo e in vitro [176-178]. Dicha producción del IFN en respuesta a la infección 
de BTV se origina a través de diferentes vías, dependiendo del tipo celular. Así, en 
células no hematopoyéticas se induce IFN a partir de la ruta de los RLR, 
sobreexpresando los receptores citoplasmáticos RIG-I y MDA5 [179, 180]. En cambio 
las células dendríticas plasmacitoides inducen IFN mediante el adaptador MyD88, 
independientemente de TLR7/8 [180]. A pesar de ello, se ha demostrado que BTV es 
capaz de inhibir la inducción del IFN tipo I mediante la interferencia de la proteína NS3 
de BTV con algún factor involucrado en la ruta de inducción del IFN. Se conoce que la 
diana de NS3 debe de estar entre el sensor citoplasmático RIG-I y las quinasas TBK-
I/IKK-ε [170]. También se ha demostrado una interacción de la proteína NS4 de BTV 
con la ruta de inducción, aunque no se conoce el mecanismo [173].  
El efecto de la infección por BTV en la ruta de señalización del IFN tipo I no está 
totalmente caracterizado. Tan solo se conoce su implicación en el bloqueo de la 
fosforilación de STAT1, evitando su traslocación al núcleo [181], desconociéndose la 
proteína involucrada en esa interferencia. El efecto de BTV en la señalización del IFN 


















“El experimentador que no sabe lo que está buscando, no comprenderá lo 
que encuentra” 






Los objetivos de esta Tesis Doctoral son: 
 
1. Caracterizar el efecto de un aislado virulento  y una cepa vacunal de PPRV 
sobre la respuesta al IFN. 
 
2. Determinar el papel de las proteínas P, C, V y W de PPRV en la inducción y 
respuesta al IFN.  
 
 
3. Identificar las proteínas de BTV implicadas en la interferencia a la respuesta al 
IFN. 
 































Materiales y Métodos 
“Vivir es enfrentar un problema tras otro. La forma en que lo encaras hace 
la diferencia” 





































 Materiales y Métodos 
1. Animales 
En los experimentos descritos en esta Tesis, se han utilizado ovejas hembra de la 
raza “Colmenareña” procedentes de una explotación de propiedad particular en la 
Comunidad Autónoma de Madrid, de 1-2 años de edad, clínicamente sanas y libre de 
anticuerpos frente a BTV y PPRV. 
Todos los animales se mantuvieron al menos una semana en el animalario de nivel 
de bioseguridad 3 (BSL3) del Centro de Investigación en Sanidad Animal (C.I.S.A), INIA, 
Madrid, antes de ser manipulados, para permitir su aclimatación. 
Los experimentos con animales vivos llevado a cabo en esta Tesis Doctoral 
cumplieron la normativa de la Comunidad Europea y fueron aprobados en las revisiones 
del Comité Ético de Experimentación Animal (CEEA) (Número de Permiso: 
10/142792.9/12) del INIA y la “Comisión de ética estatal de bienestar animal” (Número 
de Permiso: CBS2012/06 y PROEX 228/14) 
 
2. Células eucariotas 
En el desarrollo de esta tesis doctoral se utilizaron 6 líneas celulares establecidas:  
 HEK-293T (Human embrionic kidney 293T) (ATCC CRL-1573): línea celular 
proveniente de células de riñón de embrión humano. 
 HEK-293pIFN-β-GFP: línea celular cedida por el Dr. R. E. Randall de la 
Universidad de St. Andrews (Reino Unido). 
 Vero (ATCC CCL-81): línea celular a partir de células epiteliales de riñón de 
mono verde africano adulto (Cercopithecus  aethiops). 
 Vero Dog SLAM (VDS): células Vero que expresan permanentemente el receptor 
canino de moléculas de señalización de activación de linfocitos (SLAM). Las 
células fueron cedidas por el Dr. S. Parida del Instituto de Sanidad Animal de 
Pirbright (Reino Unido). 
 BHK-21 (Baby hamster kidney) (ATCC CRL-6281): línea celular obtenida a partir 
de células epiteliales de riñón de hámster (Mesocricetus auratus) recién nacido, 
con morfología de fibroblasto. 
 SSC: línea celular obtenida a partir de células de bazo ovino en nuestro 
laboratorio, inmortalizadas con el antígeno T Largo del virus SV40 (Simian virus 
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Las diferentes líneas celulares se cultivaron a 37°C, con una atmósfera de CO2 al 5% 
y con una humedad relativa del 98%, en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 
Gibco), suplementado con 100 U/ml de penicilina /100 µg/ml estreptomicina (Sigma-
Aldrich), aminoácidos no esenciales (AANE) al 1% de un stock (100X) (Sigma-Aldrich), 
2 Mm de glutamina (Sigma-Aldrich) y 1 mM de piruvato sódico (Sigma-Aldrich). A lo 
largo de esta tesis, a dicho medio se le denominará DMEM completo (DMEMc). Además, 
el medio DMEMc fue suplementado con un determinado porcentaje de suero fetal bovino 
(SFB) (Sigma- Aldrich) dependiendo de la línea celular, 10% para HEK-293T y VDS, y 
5% para BHK-21, Vero y SSC. A los cultivos celulares de VDS adicionalmente se le 
añadía 10 mM de HEPES (Sigma-Aldrich) y Zeocina (100 mg/ml).  
2.1. Congelación de células 
Para su almacenamiento, las células de una monocapa confluente se despegaron de 
la placa por tratamiento con tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich), se resuspendieron en 
DMEMc con 5% de SFB y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a temperatura (Tª) 
ambiente. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron en una mezcla de 90% de 
SFB y 10% de dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) a una densidad de 106 
células/ml. Se congelaron en criotubos (Nunc) lentamente a -70ºC, almacenándose 
posteriormente en nitrógeno líquido. 
2.2. Descongelación de células 
Las células contenidas en criotubos almacenados en nitrógeno líquido se 
descongelaron rápidamente en un baño a 37ºC y se transfirieron a tubos de plástico 
(Falcon) de 15 ml con 10-15 ml de DMEM pre-calentado a 37ºC. Se agitaron brevemente 
y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, a Tª ambiente. Tras la centrifugación, se 
eliminó el sobrenadante y se añadieron 2 ml de DMEMc con 10% de SFB para 
resuspender las células y otros 13 ml de DMEMc con 10% de SFB a la suspensión. Las 
células en suspensión se distribuyeron en placas de 100 mm de diámetro (p100) (Nunc) 
y se incubaron en las condiciones ya definidas, hasta alcanzar 100% de confluencia.   
 
3. Células procariotas 
Para el crecimiento y purificación de los distintos plásmidos empleados se utilizaron 
bacterias Escherichia coli (E. coli) químicamente competentes de la cepa One Shot® 
TOP10 (Thermo Fisher). Estas células fueron crecidas en agitación a 37°C en medio de 
cultivo Luria Broth (LB) suplementado con 0,01 g/ml de cloruro sódico (NaCl) (Sigma-
Aldrich) y 50 μg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich) o kanamicina (Sigma-Aldrich), 
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dependiendo del gen de resistencia que porte cada plásmido. Para los cultivos en placa, 
se añadió Bacto-Agar al 1,5% al medio LB y se suplementó con el/los antibiótico 
correspondiente/s. 
Las células bacterianas fueron conservadas en 30% glicerol en medio LB y 
mantenidas a -80°C. 
3.1. Preparación de bacterias competentes 
Las bacterias competentes fueron preparadas a partir de la cepa One Shot® TOP10. 
Para ello, se partió de una única colonia que fue crecida en medio LB líquido, sin 
antibiótico, a 37°C hasta alcanzar una densidad óptica (D.O.) entre 0.6 y 0.7. A 
continuación, el cultivo se mantuvo en hielo durante 30 min y se centrifugó a 4000  rpm 
durante 10 min, a 4°C. Se eliminó el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido 
en CaCl2 0.1 M y se mantuvo en hielo durante 20 min. Después de un segundo paso de 
centrifugación en las mismas condiciones, el pellet resultante se resuspendió en el 
mismo tampón con 15% de glicerol. Se hicieron alícuotas y se almacenaron a -80°C 
hasta su utilización.  
3.2. Transformación bacteriana 
Sobre una alícuota de 50 μl de bacterias competentes se añadió ADN plasmídico y 
se mantuvo en hielo durante 30 min. A continuación, las bacterias fueron sometidas a 
un choque térmico (45 s a 42°C y 10 min en hielo). Se añadió medio SOC (Thermo 
Fisher) y se incubaron en agitación (220 rpm) durante 1h, a 37°C. Las bacterias 
transformadas se sembraron en placas de LB-agar suplementado con el antibiótico 
correspondiente y se incubaron durante toda la noche a 37°C. 
 
4. Virus 
En el transcurso de este trabajo se utilizaron los siguientes virus: 
 ICV´89, un aislado virulento de PPRV obtenido del brote que tuvo lugar en Costa 
de Marfil en el año 1989, clasificado en el linaje I según el análisis de secuencia 
basado en el gen N. Cedido por la Dra. C. Batten del Instituto de Sanidad Animal 
de Pirbright (Reino Unido). 
 India/94, un aislado virulento de PPRV obtenido del brote que tuvo lugar en India 
en el año 1994, clasificado en el linaje IV según el análisis de secuencia basado 
en el gen N. Cedido por el Dra. G. Libeau (CIRAD-Montpellier, Fancia). 
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 Nigeria/75, la cepa vacunal de PPRV Nigeria 1975/1 clasificada en el linaje II 
según el análisis de secuencia basado en el gen N. Cedido por la Dra. C. Batten 
del Instituto de Sanidad Animal de Pirbright (Reino Unido). 
 BTV serotipo 8 (Belgium/06) (NET2006/04), virus cedido por el Dr. M. Palmarini 
de la Universidad de Glasgow (Reino Unido).  
 Virus Sendai (SeV) cepa Cantell, virus cedido por el Dr. A. García-Sastre 
(Facultad de Medicina Mount Sinai, Nueva York, USA). 
 
5. Plásmidos 
Los plásmidos empleados en los diferentes ensayos durante el desarrollo de esta  
Tesis Doctoral fueron los siguientes: 
 pNull (Promega), vector de expresión del gen marcador de la luciferasa de 
Renilla (Renilla reniformis) a partir del promotor mínimo TATA box. Este plásmido 
se ha utilizado para normalizar los valores de la actividad de la luciferasa de 
luciérnaga, además de como control endógeno y de la eficiencia de transfección. 
 pCMV-luc (Addgene), vector de expresión del gen marcador de la luciferasa de 
Renilla (Renilla reniformis) a partir del promotor del citomegalovirus (CMV). Este 
plásmido se ha utilizado como control endógeno de la actividad transcripcional 
en células eucariotas infectadas o transfectadas. 
 pGL3-luc (Promega), vector de expresión del gen luc de la luciferasa de 
luciérnaga (Photinus pyralis) bajo el promotor temprano del SV40. Este plásmido 
se ha utilizado como control endógeno de la actividad transcripcional en células 
eucariotas infectadas o transfectadas. 
 pISRE-luc (Clontech), vector de expresión del gen luc de la luciferasa de 
luciérnaga (Photinus pyralis) bajo el promotor de respuesta al IFN tipo I (ISRE), 
promotor que en la célula permite activar determinados genes en respuesta a la 
estimulación con IFN tipo I. Este plásmido se ha utilizado para observar el efecto 
de inhibición de la ruta del IFN tipo I. 
 pGL4 (luc2P/GAS/Hygro) (pGAS-luc) (Promega), vector de expresión del gen luc 
de la luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis) bajo el promotor GAS, el cual 
permite en las células activar los genes en respuesta al IFN-γ. Este plásmido se 
ha utilizado para observar el efecto de inhibición de la ruta del IFN tipo II. 
 pIFN-β, vector de expresión del gen luc de la luciferasa de luciérnaga (Photinus 
pyralis) controlado por la región promotora completa del gen del IFN-β [182] 
cedido por el Dr. A. García-Sastre (Facultad de Medicina Mount Sinai, Nueva 
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York, USA). Este plásmido se ha utilizado para observar el efecto de la 
producción del IFN-β. 
 Vitality® pIRES-cOFP (Stratagene), vector de expresión en el que el gen de 
interés queda bajo el control del promotor del CMV y queda fusionado a tres 
copias del epítopo FLAG® en su extremo carboxilo. Este plásmido contiene el 
gen que codifica la proteína naranja fluorescente (cOFP), permitiendo su 
detección por microscopía de fluorescencia (Figura 9). Este vector se ha utilizado 
para clonar y expresar los genes de interés. Las construcciones obtenidas se 
encuentran en la Tabla I.  
 
                     
Figura 9. Representación esquemática del plásmido pIRES-cOFP utilizado para los 
clonajes 
 
 pCAGGs, vector de expresión en células de mamífero en el que el gen de interés 
queda bajo el control del promotor CAG, construido fusionando el promotor 
amplificador inmediatamente temprano de citomegalovirus (CMV-IE), el 
promotor del gen de la β-actina de pollo, secuencias del gen de la β-globina de 
conejo, incluyendo la señal de poliadenilación, así como el origen de replicación 
del virus SV40 [183]. El gen clonado queda fusionado a un epítopo HA en su 
extremo carboxilo. Las construcciones obtenidas se encuentran en la Tabla I. 
Plásmido cedido el Dr. A. García-Sastre (Facultad de Medicina Mount Sinai, 
Nueva York, USA). 
 pEF4/V5-His-B (Thermo Fisher #V92020), vector de expresión en el que el gen 
de interés queda bajo el control del promotor EF-1α y queda fusionado a un 
epítopo V5 y una cola de polihistidina en su extremo carboxilo (Figura 10). Las 
construcciones obtenidas se encuentran en la Tabla I. Plásmido cedido por el 
Dr. A. Alejo del CISA-INIA. 
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Figura 10. Representación esquemática del plásmido pEF4/V5-His-B utilizado para los 
clonajes 
 
Tabla II. Serie de construcciones empleadas en el trabajo de Tesis. 
 
Construcción Vector Gen Tag 
 pIRES-C/ICV´89 pIRES-cOFP  C/ICV´89 FLAG 
 pIRES-P/ICV´89 pIRES-cOFP  P/ICV´89 FLAG 
 pIRES-V/ICV´89 pIRES-cOFP  V/ICV´89 FLAG 
 pIRES-W/ICV´89 pIRES-cOFP  W/ICV´89 FLAG 
 pIRES-C/Nigeria/75 pIRES-cOFP  C/Nigeria/75 FLAG 
 pIRES-P/Nigeria/75 pIRES-cOFP  P/Nigeria/75 FLAG 
 pIRES-V/Nigeria/75 pIRES-cOFP  V/Nigeria/75 FLAG 
 pIRES-W/Nigeria/75 pIRES-cOFP  W/Nigeria/75 FLAG 
 pIRES-VP6 pIRES-cOFP  VP6-BTV-8 FLAG 
 pIRES-VP7 pIRES-cOFP  VP7-BTV-8 FLAG 
 pIRES-NS1 pIRES-cOFP  NS1-BTV-8 FLAG 
 pIRES-NS2 pIRES-cOFP  NS2-BTV-8 FLAG 
 pIRES-NS3 pIRES-cOFP  NS3-BTV-8 FLAG 
 pIRES-NS4 pIRES-cOFP  NS4-BTV-8 FLAG 
 pIRES-NS3-K13R pIRES-cOFP  NS3-BTV-8 FLAG 
 pIRES-NS3-K15R pIRES-cOFP  NS3-BTV-8 FLAG 
 pIRES-NS3-K13/15R pIRES-cOFP  NS3-BTV-8 FLAG 
 pIRES-NS3-PPTY/AARH pIRES-cOFP  NS3-BTV-8 FLAG 
pCAGGS-V-NiV* pCAGGs  V/NiV HA 
pCAGGS-NS5-DenV* pCAGGs  NS5/DenV HA 
pCAGGS-NS5-WNV* pCAGGs  NS5/WNV HA 
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pCAGGS-UB-K48-only* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pCAGGS-UB-K63-only* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pCAGGS-UB-K63R* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pCAGGS-UB-K48R* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pCAGGS-UB-K33R* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pCAGGS-UB-K29R* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pCAGGS-UB-K27R* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pCAGGS-UB-K11R* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pCAGGS-UB-K6R* pCAGGs  Ubiquitina HA 
pEF4-JAK1 pEF4   JAK1 V5 
pEF4-TYK2 pEF4   TYK2 V5 
 
*construcciones cedidas por el Dr. A. García-Sastre. 
 
6. Anticuerpos 
Los anticuerpos utilizados en la realización de este trabajo de Tesis para la 
inmunodetección mediante Western Blot (WB), inmunofluorescencia (IF) o citometría de 
flujo (F), están indicados en la siguiente tabla III: 
 
Tabla III. Anticuerpos empleados 
Anticuerpo Procedencia Especie Tipo Dilución 
    WB IF F 
Proteínas celulares [clón]       




conejo Policlonal 1:250 1:250 1:250 
GADPH [71.1] Sigma-aldrich ratón Monoclonal 1:3000 ND ND 
pSTAT1 (Tyr 701) Cell Signaling conejo Policlonal 1:1000 1:400 ND 




ratón Monoclonal ND ND 1:100 
pSTAT2 (Tyr 689) Millipore conejo Policlonal 1:100 ND ND 
pJAK1 (Tyr 1022/1023) Cell Signaling conejo Policlonal 1:1000 ND ND 
pTYK2 (Tyr 1054/1055) Cell Signaling conejo Policlonal 1:1000 ND ND 
       
Proteínas virales       
VP7-FITC-BTV VMRD ratón Monoclonal 1:10 1:10 1:2.5 
N-PPRV * ratón Monoclonal ND 1:100 ND 
       
Tags       
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FLAG  Sigma-aldrich conejo Policlonal 1:1000 1:200 1:1000 
FLAG [M2] Sigma-aldrich ratón Monoclonal 1:1000 1:200 1:1000 
HA [C29F4] Cell Signaling conejo Monoclonal 1:1000 1:200 1:1600 
HA [6E2] Cell Signaling ratón Monoclonal 1:1000 1:200 1:1600 
V5 [E10/V4RR] Sigma-aldrich conejo Monoclonal 1:1000 ND ND 
       
Secundarios       
Conejo-IgG-peroxidasa GE Healthcare oveja Policlonal 1:10000 ND ND 
Ratón-IgG-peroxidasa GE Healthcare asno Policlonal 1:10000 ND ND 
Conejo-IgG-Alexa-488 ThermoFisher cabra Policlonal ND 1:400 ND 
Ratón-IgG-Alexa-647 ThermoFisher cabra Policlonal ND 1:400 ND 
 
* Ascites procedente de Maryland Libeau Geneviève Biological Systems Department-CIRAD. 
Montpellier (Francia). 
ND (no definido) 
 
7. Amplificación y titulación de virus 
7.1. PPRV 
Para la producción de los diferentes stocks de las cepas de PPRV se 
sembraron células VDS en placas de 100 o 150 mm de diámetro (p100/p150) (Thermo 
scientific) y se crecieron a una confluencia de 80%, se realizó la infección con una MOI 
de 1 PFU/cel en medio Opti-MEM sin suero. Tras una hora de adsorción, se retiró el 
inóculo y se añadió medio DMEMc suplementado con SFB al 2,5%. Se observó  la 
formación de sincitios a los 2-4 días post-infección (pi) dependiendo de la cepa de 
PPRV. Se recogieron las células infectadas y tras realizar un tratamiento de congelación 
y descongelación (3 veces), se sonicó 5 min al 50% en ciclo intermitente en un sonicador 
(Branson Sonifier 450), se clarificó mediante centrifugación a 3000 rpm durante 10 min, 
obteniéndose el sobrenadante que contenía el virus. Se tituló y se almacenó en alícuotas 
a - 80°C hasta su posterior utilización.  
Los títulos de los stocks virales fueron determinados mediante ensayos de formación 
de placa [184]. Brevemente, se infectaron monocapas de células VDS en placas M6 (6 
pocillos) a una confluencia del 70-80% con diluciones seriadas desde 10-2 a 10-6 del 
virus y control en un volumen de 350 µl de DMEMc sin suero. Tras 1 h de adsorción a  
37ºC, 5 % de CO2 y 98 % de humedad, se retiró el inóculo y se añadió 
medio de plaqueo compuesto por DMEM 2X, agar (0.6%), dextrano (1%), SFB (1%) y 
glutamina (2%). A los 5 días pi las monocapas fueron fijadas con formaldehído al 2% y 
teñidas con una solución de cristal violeta al 2% en formaldehído al 2%. El título se 
determinó mediante contaje de las placas. 
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7.2. BTV 
Las infecciones con BTV se realizaron en células BHK-21, con una confluencia del 
60-70%, a una MOI de 0.1-0.01 PFU/célula, en un volumen mínimo de Opti-MEM sin 
suero durante 1 h a 37°C, agitándolas cada 15 min. Tras la hora de adsorción se retiró 
el inoculo de infección y se mantuvieron las células en medio DMEMc con 2.5% de SFB. 
Se observó efecto citopático a las 48 h post-infección (hpi) y se recogieron las células 
infectadas. Tras realizar un tratamiento de congelación y descongelación (3 veces), se 
sonicó 5 min al 50% en ciclo intermitente en un sonicador (Branson Sonifier 450), se 
clarificó mediante centrifugación a 3000 rpm durante 10 min, y se obtuvo el 
sobrenadante que contenía el virus. Se tituló y se almacenó en alícuotas a -80°C hasta 
su posterior utilización.  
El plaqueo de BTV se llevó a cabo en células Vero utilizando la misma metodología 
empleada para PPRV. Tras la hora de adsorción, se añadieron 2 ml de agar semisólido 
a una concentración final del 0.5 % en medio DMEMc, con 2 % de SFB y al cabo de 5 
días se visualizaron las placas virales. 
7.3. Purificación de virus PPRV por colchón de sacarosa 
Para experimentos que requerían una mayor concentración de virus, los 
sobrenadantes con virus obtenidos a partir de células VDS infectadas con PPRV se 
sometieron a ultracentrifugación a 30.000 rpm durante 1 h a 4ºC en un colchón de 
sacarosa al 40% en un rotor SW28 (Beckman-Coulter Inc). Posteriormente, se descartó 
el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en tampón TNE (10 mM Tris-HCl, 100 mM 
NaCl, 1.5 mM EDTA a pH 7.4). El purificado fue titulado y almacenado a -80ºC hasta su 
posterior utilización. El título obtenido fue de al menos un logaritmo más al de partida. 
7.4. SeV 
Se infectaron cultivos de células HEK-293T y Vero  con la cepa Cantel de SeV, 
dilución 1/100 a partir de un stock previamente titulado por su capacidad de inducir IFN-
β en medio Opti-MEM  sin suero. Tras 1 h de adsorción se retiró el inóculo y se añadió 
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8. Manipulación y análisis de ácidos nucleicos 
8.1. Ácido ribonucleico (ARN) 
8.1.1. Extracción de ARN 
A partir de los stocks de virus obtenidos (apartado 7), se extrajo el ARN con Trizol 
(Sigma Tri ReagentTM), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se 
añadió una cantidad de Trizol determinada dependiendo del tipo de muestra de partida. 
Las muestras destinadas a ser usadas en una Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) a tiempo real fueron tratadas con DNasa I (BioLabs New England), siguiendo las 
instrucciones del fabricante, para eliminar la posible contaminación de ADN. El ARN se 
eluyó con agua libre de DNasas y RNasas, se cuantificó con el espectofotómetro 
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y se guardó a -80ºC hasta su utilización. 
8.1.2. Retrotranscripción del ARN 
El ARN se desnaturalizó calentándolo a 70ºC durante 3 min, evitando su posterior 
renaturalización manteniéndolo en hielo. La síntesis de ADNc o retrotranscripción (RT) 
se realizó utilizando como molde 500 ng de ARN extraído utilizando la enzima 
SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Para ello, el ARN fue añadido a una mezcla de 0.1mM de  dNTPs, 100 ng 
del cebador reverso de cada uno de los fragmentos deseados y se incubó en el 
termociclador PTC-100 (MJ Research) a 65°C durante 5 min, seguido de 5 min en hielo. 
A continuación, se añadió una mezcla que contenía el tampón de la enzima  5X First 
Strand buffer (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 275 nM KCl y 15 mM MgCl2) (Invitrogen), 0.1M 
de ditiotreitol (DTT), 10 U de RNAsina (Promega) y 100 U de la polimerasa RT SIII. El 
programa utilizado en el termociclador fue: 5 min a 65°C, 5 min a 4°C, 1 h a 50°C, 5 min 
a 70°C, 5 min a 4°C. Las muestras de ADNc fueron almacenadas a -20ºC hasta su 
utilización. 
8.1.3. RT-PCR cuantitativa (qRT-PCR) 
Para la cuantificación de los niveles de ARN de los diferentes genes se realizaron  
PCRs a tiempo real, utilizando el aparato Light Cycler 480 System (Roche). La reacción 
de PCR se realizó con el kit LightCycler 480 SYBR Green I Master Reagents (Roche) 
junto con primers específicos para los genes seleccionados (Tabla IV), en un volumen 
final de 10 μl y siguiendo las instrucciones facilitadas por el fabricante. Para ello 1.8 μl 
de ADNc se mezclaron con 5 μl del SYBR Green PCR Core Reagents y 0.6 μl de una 
mezcla de primers a una concentración final de 0.125 μM cada uno. Para la 
amplificación, esta mezcla se incubó durante 10 min a 95˚C, seguida de 45 ciclos de 
amplificación (30 s a 95˚C y 1 min a 60˚C) y un ciclo de disociación (15 s a 95˚C y 1 min 
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a 60˚C). Todas las amplificaciones se realizaron por triplicado. Como control negativo 
de todas las PCRs se incluyó un pocillo conteniendo únicamente mezcla de reacción sin 
ADNc. 
La expresión génica obtenida de cada gen fue normalizada por la expresión de un 
control endógeno, el gen de la β-actina de oveja o el gen humano de la subunidad 18 
del ribosoma en cada muestra. Los resultados se expresaron como 2-ΔCt (donde ΔCt es 
determinada como la diferencia entre el valor de Ct del gen en cuestión y el valor de Ct 
del gen endógeno). 
 
Tabla IV. Primers empleados para el estudio por qRT-PCR 
 




OAS1 GATCTCAGAAATACCCCAGCCA AGCTACCTCGGAAGCACCTT Humano 
ISG15 TCCTGGTGAGGAATAACAAGGG GTCAGCCAGAACAGGTCGTC Humano 
ISG54 ATGTGCAACCTACTGGCCTAT TGAGAGTCGGCCCATGTGATA Humano 






IP10 GGAACCTCCAGTCTCAGCACCA AGACATCTCTTCTCACCCTTC Humano 
18S-
rRNA GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG Humano 
IFN-γ CAGAGCCAAATTGTCTCCTTC ATCCACCGGAATTTGAATCAG Oveja 
Actina B TGGGCATGGAATCCTG GGCGCGATGATCTTGAT Oveja 
IFN-α CAGACGATCTCTGTGCTCC GTGTTTCCTCACAGCCAGG Oveja 
IL-12 CGTGTGGAAGCTGTGCACA CTTTCCCTGGACCTGAACAC Oveja 
IFIT3 GTTGTCGAGGCTCTGGGAAA TCCAGTGCCCTTAGCAACAG Oveja 
CXCL10 GCTCATCACCCTGAGCTGTT AGCTGTCAGTAGCAAGGCTG Oveja 
RIG-I GCCTCAGTTGGTGTTGGAGA GACGTGTCGAGAGAAGCACA Oveja 
N-ICV´89 
AGAGTTCAATATGTT 
ATTAGCATCCAT TGTCTCCTCTCACTAACCCCTT Oveja 
MXA GTCCCTGCTAACGTGGACAT ACCAGGTTTCTCACCACGTC Oveja 
ISG15 GGTATCCGAGCTGAAGCAGTT ACCTCCCTGCTGTCAAGGT Oveja 
OAS1 TAGGCCTGGAACATCAGGTC TTTGGTCTGGCTGGATTACC Oveja 
 
8.2.  Acido desoxirribonucleico (ADN) 
8.2.1.  Amplificación de fragmentos por PCR 
Se amplificaron copias de ADNc mediante PCR. Se diseñaron primers específicos 
para amplificar fragmentos de nt (Tabla V) de distintos tamaños. Las reacciones se 
realizaron en un tampón con 0.2 mM dNTPs, 200 ng de cada primer, 2 ng de molde de 
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ADN, 1.5 mM de MgCl2 y tampón de PCR 10X (500 mM Tris-HCl pH 8.9, 220 mM 
(NH4)2SO4 y 3.5 U de la ADN polimerasa Expand High Fidelity (Roche), en un volumen 
final de 50 μl. El protocolo de amplificación seguido fue el siguiente: 5 min a 95ºC; 30 
ciclos de 30 s a 95ºC, 30 s a la Tm (temperatura de fusión de los primers) y 30 s por 
kilobase (kb) a 68ºC; 5 min a 68ºC, en un termociclador PTC-100 (MJ Research). Los 
productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa del 0.5-1% dependiendo del 
tamaño de ADN a visualizar, en presencia de GelRed (Biotum) para su visualización, 
con equipo de electroforesis Bio-Rad Power-Pac Basic. 
 
Tabla V. Primers diseñados para la amplificación de los fragmentos de ADN 
 
GEN Forward primer (5´-3´) Reverse  primer (5´-3´) 












































   




















NS3 K13R GAAGAAGAAAGAATGAAACATAATCAAGAC GAACCTTTGGATCAGCCC 
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NS3 K15R GAAAAAATGAGACATAATCAAGACAG TTCTTCGAACCTTTGGATC 




   











   
VECTOR   
pIRES  CGACTCACTATAGGGAG TCCTTATCATCGTCGTC 
 
 
8.2.2.  Reacciones de restricción enzimática 
Se utilizaron las enzimas de restricción NotI, BamHI, PstI y EcoRI de New England 
Biolabs, siguiendo las recomendaciones del proveedor.  
8.2.3.  Reacciones de ligación de fragmentos de ADN 
Las ligaciones se realizaron en un volumen final de 10 μl, con los fragmentos (vector 
e inserto) purificados de gel. Se cuantificó con NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)  y se 
calculó la cantidad de inserto y vector que se utilizó para realizar la ligación, usando una 
relación molar 1:3 vector/inserto.  Se utilizó el siguiente tampón: 50mM Tris- HCl pH 7.5, 
10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1mM ATP y 400 U de T4 ADN ligasa (New England Biolabs), 
y se incubó toda la noche a 16ºC. 
8.2.4. Purificación de ADN 
Para la purificación de ADN a partir de cultivos bacterianos a pequeña escala 
(Miniprep) se utilizó el kit comercial Zippy Plasmid Miniprep kit (Zymo Research), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. El material obtenido fue utilizado para el 
análisis de clones por restricción enzimática y secuenciación. Para la purificación de 
ADN a gran escala (Maxiprep) se utilizó el kit comercial Zippy Plasmid Maxiprep kit 
(Zymo Research). El material obtenido fue almacenado a -20ºC y utilizado para 
procesos de clonaje o transfección de células de mamífero. 
Para la purificación de fragmentos de ADN obtenidos a partir de geles de agarosa se 
utilizó el kit comercial QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. El material obtenido fue utilizado para procesos de clonaje. 
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8.2.5. Transfección de ADN 
Para la transfección de ADN en células HEK-293T se utilizó el agente de transfección 
TurboFect (TF) (Thermo Scientific) o alternativamente el agente TransIT-LT1 (Mirus), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la transfección de ADN en células Vero 
o SSC se utilizó el agente Lipofectamina 3000 (Invitrogen), siguiendo el protocolo del 
fabricante. La mezcla de transfección se realizó en medio Opti-MEM (Thermo Fisher) 
reducido en suero. Esta mezcla se incubó 30 min a temperatura ambiente y se añadió 
sobre el cultivo celular lentamente gota a gota. En el caso del TF la mezcla se mantuvo 
24 h de incubación y transcurrido ese tiempo se sustituyó por DMEMc + 5% de SFB. 
Cuando se usó Lipofectamina 3000 la mezcla de transfección se retiró a las 4 h de 
incubación y se suplementó con DMEMc + 5% de SFB.  
8.3.  Generación de plásmidos 
8.3.1. Plásmidos pIRES-cOFP- (genes de las proteínas C/P/V/W PPRV) 
Los fragmentos correspondientes a los genes de las proteínas C (594 nt), P (1529 
nt), V (897 nt) y W (693 nt) de las distintas cepas de PPRV fueron obtenidos a partir de 
una RT-PCR de ARN extraído de células VDS infectadas con las correspondientes 
cepas de PPRV. Una vez purificados dichos productos de PCR se clonaron en el vector 
pIRES-cOFP, previamente digerido con las dianas de restricción NotI y PstI, mediante 
ligación de extremos cohesivos compatibles. Los plásmidos obtenidos fueron 
secuenciados para comprobar la correcta orientación del inserto y observar los posibles 
cambios en la secuencia con respecto a una secuencia molde obtenida de Genbank. 
Las secuencias se analizaron con los programas SeqMan® (DNASTAR) y Serial Cloner 
2.6.1. 
8.3.2. Plásmidos pIRES-cOFP- (genes de las proteínas VP6, VP7, NS1, 
NS2, NS3 y NS4 de BTV) 
Los fragmentos correspondientes a los genes de las proteínas VP6 (1005 nt), VP7 
(1067 nt), NS1 (1692 nt), NS2 (1084 nt), NS3 (709 nt) y NS4 (339 nt) del serotipo 8 de 
BTV fueron obtenidos a partir de una RT-PCR de ARN extraído de células BHK-21 
infectadas con BTV-8. Los distintos genes purificados de gel se clonaron en el vector 
pIRES-cOFP, previamente digerido con las dianas de restricción BamHI y PstI, mediante 
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8.3.3.  Plásmidos pEF4-(JAK1 o TYK2) 
Los fragmentos correspondientes a los genes de las proteínas humanas JAK1 (3462 
nt) y TYK2 (3564 nt) fueron obtenidos mediante una PCR a partir de los plásmidos 
pDONR223-JAK1 (Addgene) y pDONR223-TYK2 (Addgene). Una vez purificados, 
dichas amplificaciones se clonaron en el vector pEF4/V5-His-B, previamente digerido 
con las dianas de restricción BamHI y EcoRI. El clonaje se realizó con el kit de clonaje 
In-Fusion Cloning (Takara) independiente de ligación, basado en recombinación, 
siguiendo el protocolo del fabricante. 
8.3.4.  Mutagénesis dirigida 
Para introducir mutaciones puntuales de ADN de doble cadena se utilizó el kit de 
mutagénesis dirigida Q5-Site-Directed Mutagénesis (New England), siguiendo el 
protocolo del fabricante. Como ADN molde se utilizó un vector plasmídico que contiene 
el ADN de interés y, como primers (Tabla V), dos oligonucleótidos sintéticos que 
contienen la mutación/es deseada/s, cada uno de ellos complementario a cada una de 
las hebras de ADN del plásmido. 
Los plásmidos que expresan el gen de la proteína W de la cepa Nigeria/75 fue 
obtenida usando como molde el plásmido pIRES-V/Nigeria/75 por la inserción de un 
nucleótido de guanina en su región IKKG. 
Los mutantes del gen NS3 consisten en la sustitución de los aminoácidos lisina (K) 
de las posiciones 13 y 15 por arginina (R). También se realizó una sustitución de la 
región PPTY por AARH. Todos los mutantes fueron obtenidos a partir del molde pIRES-
NS3 y secuenciados para la comprobación de la mutación. 
8.3.5.  Secuenciación de ADN 
Todas las muestras fueron secuenciadas en el servicio de Secuenciación Sanger de 
la Unidad de Genómica del Campus de Moncloa de la Universidad Complutense de 
Madrid. 
 
9. Manipulación y Análisis de Proteínas 
9.1.  Extracción de proteínas totales a partir de cultivos celulares 
Monocapas de células confluentes en placas M6 se despegaron y se recogieron en 
tubos eppendorfs previo lavado con PBS. Dependiendo del pellet celular, se añadieron 
de 2 a 3 volúmenes de buffer de extracción RIPA (0.5% deoxicolato sódico, 0.1 % de 
SDS, 1% NP40, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl) (Sigma-Aldrich), suplementado 
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con inhibidores de proteasas (Roche), con  EDTA en frío. La mezcla se incubó 30 min a 
4ºC y a continuación se centrifugó a 14.000 rpm 30 min a 4ºC. Los sobrenadantes 
correspondientes a la fracción soluble se almacenaron a -80ºC. 
9.2. Electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Para la resolución electroforética de proteínas se siguió el método de Laemmli [185] 
de electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida/bisacrilamida al 30% con 
SDS (SDS-PAGE). Las monocapas celulares fueron lavadas con PBS y recogidas en 
tampón Laemli 4X (Bio-Rad) (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 0.01% azul de 
bromofenol, 10% glicerol y 5% β-mercaptoetanol), hervidas 5 min a 100 ºC, enfriadas 1 
min a 4 ºC y cargadas en geles de poliacrilamida (acrilamida: bisacrilamida 37,5:1) al 8-
15%, según el tamaño de proteína a analizar.  
9.3. Inmunodetección de proteínas mediante Western blot 
Las proteínas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa de 0.2 o 0.45 μm de poro (Bio-Rad), dependiendo del 
tamaño de la proteína a transferir, durante 30 min a un voltaje constante de 100V en un 
tampón de transferencia (25 mM Tris, 190 mM glicina, 0.1% SDS y 20% metanol) y el 
sistema Transblot SD Semidrycell (Bio-Rad). Las membranas se lavaron con TBS (20 
mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl) conteniendo Tween-20 al 0.05% (TBS-T), se 
bloquearon con leche desnatada al 5% preparada en TBS-T durante 1 h, en agitación y 
a Tª ambiente. Posteriormente, se incubaron con la adecuada dilución del anticuerpo 
primario (Tabla III) específico contra la proteína a detectar, diluido en la misma solución 
de bloqueo, en agitación a 4°C, durante toda la noche. En el caso de utilizar anticuerpos 
contra proteínas fosforiladas las incubaciones se llevaron a cabo en TBS con BSA al 
5%. Tras 3 lavados con TBS-T de 30 min, las membranas se incubaron con el anticuerpo 
secundario, diluido en la misma solución de bloqueo, durante 1 h, en agitación y a Tª 
ambiente. Nuevamente, se procedió a dar 3 lavados de 10 min con TBS-T. Las bandas 
inmunoreactivas fueron detectadas por quimioluminiscencia, utilizando el sistema ECL 
(GE Healthcare) o el reactivo SuperSignal®West Dura Extenden Duration Substrate 
(Thermo Scientific) y películas de auto-radiografía (Konika Minolta Medical & Graphic, 
Inc. o Kodak Biomax XAR film). 
Cuando se necesitó revelar frente a más de un anticuerpo, tras la incubación con el 
primario y la detección de la proteína correspondiente, las membranas se incubaron con 
el tampón Stripping (635 mM Tris-HCL a pH 6.8, 2% de SDS y 100 mM de β-
mercaptoetanol) durante 1 h, a 56 ºC y en agitación. Tras 3 lavados con TBS-T durante 
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10 min, se procedió a bloquear la membrana e incubarla con el siguiente anticuerpo de 
interés. 
9.4. Ensayo de inmunoprecipitación 
Para los experimentos de inmunoprecipitación se sembraron células HEK-293T en 
placas M6 a una confluencia del 70% y se co-transfectaron los plásmidos de interés con 
TF. A las 48 horas post-transfección (hpt), las células se lavaron con PBS y se lisaron 
en 250 μl de tampón de inmunoprecipitación (IP) (50 mM Tris-HCL pH 8, 280 mM NaCl 
y 0.5% NP-40, 0.2 mM EDTA, 2 mM EGTA y 10% glicerol) suplementado con 1 mM 
Na3VO4, 1 mM DTT e inhibidores de proteasa, durante 30 min y en hielo. El lisado celular 
se centrifugó a 12.000 rpm durante 30 min a 4 ºC. Del sobrenadante resultante (250 μl), 
se retiraron 30 μl para analizar el lisado total (WCE) y a los 220 μl restantes se les añadió 
30 μl de la resina de afinidad EZview Red Anti HA Affinity Gel (Anti HA affinity gel) o 
EZview Red Anti FLAG Affinity Gel (Anti FLAG affinity gel) dependiendo del tag que 
presente la proteína a inmunoprecipitar. En esta resina de afinidad, el anticuerpo anti-
HA o anti-FLAG está unido covalentemente a las partículas de agarosa. Las 
incubaciones de los extractos proteicos con la resina se realizaron siempre en cámara 
fría y con agitación orbital durante toda una noche. Finalmente, las muestras se 
centrifugaron 1 min a 7.000 rpm y el precipitado resultante se lavó 5 veces con 500 μl 
del tampón de IP. Para eluir la proteína inmunoprecipitada, las muestras se 
resuspendieron en 30 μl de tampón Laemli 2x y se calentaron 5 min a 100º C. 
Finalmente, las muestras correspondientes al extracto total (WCE) y las muestras 
inmunoprecipitadas se analizaron mediante un gel de electroforesis SDS-PAGE seguido 
por Western blot para determinar la expresión de las distintas proteínas, así como la 
interacción entre éstas. 
9.5. Determinación de la concentración de proteínas y análisis 
densitométricos 
La concentración de proteínas fue determinada utilizando los reactivos comerciales 
BCA (Pierce) o Brad Ford (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizó 
la albúmina de suero bovino (BSA) como estándar, creando una recta patrón midiendo 
la absorbancia a 562 nm. La concentración de proteínas se calculó extrapolando las 
densidades ópticas de las muestras en la recta patrón obtenida con las concentraciones 
conocidas de BSA. 
El análisis densitométrico de las bandas de proteínas obtenidas por Western blot fue 
realizado utilizando el programa ImageJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij/ US National 
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Institutes of Health). Se utilizó como control endógeno de normalización de la expresión 
de las proteínas la banda correspondiente a la proteína GADPH. 
 
10. Inmunofluorescencia y Microscopía confocal 
Las inmunodetecciones se han llevado a cabo sobre células previamente 
transfectadas o infectadas, y con anticuerpos secundarios marcados con diferentes 
fluorocromos para permitir la visualización de las proteínas de interés por microscopía 
de fluorescencia o confocal. Las muestras se analizaron en el departamento de 
Microscopía Confocal del CISA-INIA con un sistema de Microscopía Confocal LSM 880 
de Zeiss  y un sistema de Microscopía de fluorescencia AXIO de Zeiss. 
Las líneas celulares correspondientes para cada ensayo (HEK-293T o Vero) fueron 
sembradas sobre cubre objetos en placas M12 (placas de 12 pocillos) a una confluencia 
del 50-60% y se infectaron con el virus de interés a las MOI indicadas para cada ensayo 
o se transfectaron con las condiciones concretas de cada ensayo. A los tiempos post-
infección o post-transfección especificados, se lavaron las células 3 veces con PBS frío 
y se fijaron mediante incubación con una solución de paraformaldehído (PFA) al 4% en 
PBS durante 1 h y a Tª ambiente. Posteriormente, se lavaron las células tres veces con 
PBS y se permeabilizaron con NP-40 al 0.1% en PBS durante 10 min y a Tª ambiente. 
Alternativamente, las células se permeabilizaron con metanol al 100% frío durante 10 
min, a -20ºC, dependiendo del anticuerpo a utilizar. Tras 3 lavados con PBS, las células 
se incubaron con una solución de bloqueo comercial Dako antibody diluent (tampón Tris-
HCL con proteína estabilizante y 0.015 mol/L de azida sódica) durante una hora, a Tª 
ambiente y posteriormente, con el anticuerpo primario (Tabla III) diluido en la misma 
solución de bloqueo durante toda una noche, a 4ºC. A continuación, las células se 
lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios 
correspondientes, conjugados a los fluorocromos Alexa 488 ó 647 (Invitrogen) junto con 
el reactivo de tinción de núcleos 4´-6´-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich) 
(dilución 1/200) preparados en la solución de bloqueo, durante 1 h en la oscuridad y a 
Tª ambiente. Finalmente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se montaron sobre 
portaobjetos utilizando el reactivo Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen). 
 
11. Ensayos de detección de actividad de la luciferasa 
Para los ensayos de detección de la actividad de la luciferasa se utilizó el kit comercial 
Dual-Glo® Luciferase Assay system (Promega), siguiendo el protocolo comercial.  
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Brevemente, se colocaron 50 μl de cada extracto en una placa opaca de fondo claro de 
96 pocillos (Berthold Technologies) y se cuantificó de forma inmediata en el luminómetro 
(FLUOstar Omega, BMG Labtech), obteniéndose de esta manera la actividad luciferasa 
de cada lisado expresado como unidades relativas de luciferasa (URL). La actividad del 
vector de normalización se midió sobre el mismo extracto agregando 25 μl del reactivo 
Stop & Glo. Los resultados se expresaron como el porcentaje de actividad luciferasa 
(relación LUC firefly/renilla).  
11.1.  Detección de la actividad luciferasa inducida por IFN tipo I en  
células infectadas con PPRV y BTV 
Se sembraron y co-transfectaron células HEK-293T de la forma descrita 
anteriormente (apartado 8.1.5) con los plásmidos que contenían los genes marcadores, 
pNull (50 ng/μl) y pISRE-luc (300 ng/μl). A las 24 hpt, las células se infectaron con los 
aislados de PPRV a una MOI de 1 PFU/cel o alternativamente se infectaron con BTV a 
una MOI de 1 PFU/cel. Se estimuló con interferón universal (IFN-U) (1000 U/ ml) (PBL)  
tras la infección y a las 8, 16 y 24 hpi se midió la luminiscencia de todos los grupos del 
ensayo (Figura 11). El ensayo se realizó por triplicado, organizado en grupos control (sin 
infectar) y expuestos o no a la estimulación del IFN-U.  
11.2.  Detección de la actividad luciferasa inducida por IFN tipo II en 
células infectadas con PPRV y BTV 
Monocapas de células Vero sembradas en placas de 24 pocillos a una confluencia 
del 60% se co-transfectaron con los plámidos pNull (100 ng/μl) y pGL4 
(luc2P/GAS/Hygro) (300 ng/μl). A las 24 hpt las células fueron infectadas del mismo 
modo que en el apartado 11.1. Se estimularon con IFN-γ (5 ng/ml) (PBL) tras la infección 
y a las 4, 16 y 24 hpi se midió la luminiscencia (Figura 11). Los ensayos se realizaron 
por triplicado. 
11.3.  Detección de la actividad luciferasa inducida por SeV en células 
infectadas con PPRV y BTV 
Monocapas de células Vero sembradas en placas de 24 pocillos a una confluencia 
del 60% se co-transfectaron con los plámidos pNull (100 ng/μl) y pIFN-β (300 ng/μl). A 
las 24 hpt  las células fueron infectadas del mismo modo que en el apartado 11.1. 
Posteriormente,  las células fueron infectadas con SeV (dilución 1/100) y a las 8, 16 y 
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Figura 11. Esquema representativo del ensayo de detección de la actividad luciferasa en 
una infección con PPRV. Células VDS (para la inducción del IFN y la señalización del IFN tipo 
II) o células HEK-293T (para la señalización de IFN tipo I) con una confluencia del 70% fueron 
co-transfectadas con los plásmidos de interés (1). Tras 24 hpt las células fueron infectadas con 
PPRV (2). A continuación las células se estimularon con IFN o infectadas con SeV (3), y se midió 
la luminiscencia a las 4/6, 16 y 24 hpi (4). 
 
11.4.  Detección de la actividad luciferasa inducida por IFN en células 
transfectadas con las proteínas de PPRV o BTV. 
Se transfectaron células HEK-293T o células Vero con una combinación de tres 
plásmidos: 50, 300 o 600 ng de los plásmidos que codifican las proteínas de las tres 
cepas de PPRV o de BTV, o el plásmido vacío (IRES) como control, el plásmido pNull y 
el plásmido pISRE-luc (para ensayos de señalización del IFN tipo I), el pGL4 
(luc2P/GAS/Hygro) (para ensayos de señalización del IFN tipo II) o el pIFN-β (para 
ensayos de inducción del IFN tipo I). Tras 24 h de transfección, las células se trataron  
con IFN-U (1000 U/ml) durante 16 h, con IFN-γ (1000 U/ml) durante 6 h o se infectaron 
con SeV durante 6 h y se midió la luminiscencia (Figura 12). Controles de células sin 
estimular o infectar se llevaron a cabo en cada caso. 
 
 
Figura 12. Esquema representativo del ensayo de detección de la actividad luciferasa en 
células transfectadas con plásmidos que expresan proteínas virales. (1) Se co-transfectaron 
las células HEK-293T (para la señalización de IFN tipo I) o células Vero (para la inducción del 
IFN y la señalización del IFN tipo II) a una confluencia del 70% con los plásmidos de interés. (2) 
Tras 24 hpt las células se estimularon con IFN o se infectaron con SeV. (3) A las 16 o 6 horas 
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12. Citometría de flujo 
Se infectaron monocapas de células Vero con BTV a las MOI establecidas para el 
ensayo. Transcurridas 24 h se levantaron las células con una solución de tripsina/EDTA, 
se lavaron en tampón de lavado de citometría (PBS + 2 % SFB + 0.04 % azida sódica) 
y se fijaron durante 15 min con PFA al 4% en PBS. Las células se permeabilizaron con 
metanol al 100% frío durante 10 min, a -20ºC para las preparaciones teñidas con un 
anticuerpo contra pSTAT1 y se permeabilizaron con saponina para las teñidas contra 
STAT2. 
Los marcajes celulares se adquirieron en un citómetro de flujo FACSCalibur (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Las células muertas se excluyeron del análisis 
mediante discriminación por FSC/SSC (tamaño/complejidad). Los datos se analizaron 
con el software FlowJo (Tree Star, Inc., Oregon, USA). 
Con el objetivo de seleccionar  las células que expresan la proteína fluorescente OFP, 
se transfectaron células SSC y Vero con el plásmido pIRES-cOFP-NS3-BTV. Tras 48 
hpt las células se estimularon o no con IFN-U durante 30 min, a 37 ºC. Las células que 
expresaban la proteína fluorescente OFP se seleccionaron y separaron mediante el 
“sorter” celular BD FACSAria III. Finalmente, las muestras obtenidas se lisaron y se 
analizaron mediante un gel de electroforesis SDS-PAGE seguido por Western blot 
incubadas con los anticuerpos de interés como descrito en el apartado 9.3. 
 
13. Tratamiento con inhibidores 
Monocapas de células HEK-293T fueron transfectadas con el plásmido pIRES-cOFP-
NS3-BTV o se dejaron sin transfectar. Tras 24 hpt las células fueron tratadas con los 
inhibidores del proteasoma MG132 (Cbz-Leu-Leu-Leucinal) (Sigma-Aldrich) o 
Lactacistina (Sigma-Aldrich) a una concentración de 20 μM durante 12 h. Transcurrido 
ese tiempo, las células fueron recogidas y se procedió a su análisis mediante un gel de 
electroforesis SDS-PAGE, seguido de Western blot. Alternativamente, las células fueron 
tratadas a las concentraciones de 0.1, 1, 10 y 50 μM de cloroquina (Sigma-Aldrich) como 
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14. Aislamiento de células mononucleares de sangre 
periférica (PBMCs) 
Para aislar PBMCs de sangre de oveja se partió de un volumen variable de sangre 
con anticoagulante dependiendo del experimento y se procedió como sigue: se 
centrifugan las muestras a 3.000 rpm sin freno durante 15 min, a Tª ambiente; se retira 
la capa que contiene los leucocitos y se diluye en una proporción 1:2 en PBS-EDTA 
0.03%. Las células se ponen en contacto con un colchón de Ficoll-Paque Plus (GH 
Healthcare, Madrid, España) y se centrifugan durante 25 min, a 3.000 rpm sin freno y a 
Tª ambiente. Se recoge la interfase que contiene los PBMCs y se realiza un lavado con 
PBS-EDTA centrifugando a 1.300 rpm, 15 min y a 4ºC. Se lisan los eritrocitos con agua 
estéril y cloruro sódico al 3.5 % y posteriormente se centrifuga de nuevo para lavar las 
células. Por último, se procede a contar las células viables tiñendo con azul de tripano. 
 
15. Herramientas bioinformáticas 
Las herramientas bioinformáticas empleadas durante el proyecto de Tesis fueron:  
 SerialCloner: Utilizado para la edición de secuencias y diseño de las estrategias 
de clonación. 
 ImageJ: Utilizado para el análisis de las imágenes de inmunofluorescencia. 
 Seqman: Utilizado para el análisis de los cromatogramas de secuenciación. 
 BioEdit versión 7.0.5.3: Utilizado para la revisión y alineamiento de las 
secuencias mediante comparación directa con la secuencia de referencia. 
 www.ubpred.org/: Herramienta de predicción de sitios de ubiquitinación basado 
en un Random Forest. 
 
16. Análisis estadísticos 
Para todos los parámetros medidos se consideraron los promedios y errores estándar 
del promedio (SEM) o desviación estándar (DS) como indicado en la leyenda de la 
figura. Los datos experimentales fueron considerados significativos con p<0.05 (*), muy 
significativos con p<0.01 (**) y extremadamente significativos con p<0.001 (***). La 
comparación de múltiples grupos se realizó usando el análisis de varianza ANOVA de 
dos vías, seguida del post test de Bonferroni, o bien, para análisis comparativo de dos 
datos, el t test (unpaired). Los análisis y gráficos se realizaron con el software 
























“Lo que sabemos es una gota de agua; lo que ignoramos es el océano” 
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 Capítulo 1 
En esta Tesis Doctoral se ha estudiado el efecto de la infección de dos cepas de 
PPRV, una virulenta y otra vacunal, en la respuesta al IFN. Los datos obtenidos 
muestran que ambas cepas de PPRV inhiben la inducción del IFN tipo I y II. Asimismo, 
se caracteriza el posible papel de las proteínas de PPRV en la modulación de la 
respuesta al IFN. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con datos ya 
publicados y se profundiza en la comprensión de la participación de las proteínas V y C 
de PPRV como las principales responsables de la inhibición de la inducción del IFN tipo 
I. 
 Además, en esta Tesis Doctoral se determina que no solo la proteína V, tal y como 
lo describen otros autores, es responsable de la inhibición de la respuesta al IFN tipo I 
y II, sino que también las proteínas P y W están involucradas, revelando la interacción 
de estas proteínas con factores de la ruta JAK/STAT y las consecuencias en sus formas 
fosforiladas.  
La relevancia de la modulación de la respuesta al IFN por PPPRV en infecciones in 
vivo se confirma en los resultados obtenidos tras el análisis de la expresión de distintos 
ISGs en PBMCs de ovejas infectadas con PPRV. 
 
1.1. PPRV interfiere con la inducción del IFN tipo I y con la respuesta 
de los IFNs tipo I y II 
Los paramixovirus, como muchos otros virus han evolucionado para evitar la 
respuesta al IFN en sus hospedadores. Para determinar si PPRV interfiere con la 
respuesta al IFN se analizó el efecto de dos cepas de PPRV, una cepa virulenta, la cepa 
de Costa de Marfil ICV’89 (linaje I) y una cepa vacunal Nigeria/75 (linaje II), en la 
inducción del IFN tipo I y en la señalización a través de los IFNs tipo I y II.  
Para el estudio de la inducción del IFN tipo I se co-transfectaron células VDS con un 
plásmido de expresión de luciferasa bajo el control del promotor del IFN-β y el plásmido 
pNull, un plasmido de control endógeno que expresa la luciferasa renilla. A las 24 hpt 
las células se infectaron con las cepas ICV’89 o Nigeria/75 de PPRV a una MOI de 1 
PFU/célula, respectivamente. Posteriormente las células se estimularon con SeV y a 
distintos tiempos pi se midió las actividades de las luciferasas. Ambos aislados producen 
una inhibición de la expresión de luciferasa bajo el promotor de inducción del IFN-β 
(Figura 1.1. A) desde las 16 hpi, siendo más acusado a las 24 hpi. La inhibición 
cuantificada a las 24 horas, representa una disminución de casi un 75% en la 
estimulación comparado con el control.  
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Se estudió tambien el efecto de la replicación de PPRV sobre la ruta de señalización 
del IFN tipo I para lo que células HEK-293T se co-transfectaron con pISRE-luc y pNull, 
infectadas con ambas cepas de PPRV y estimuladas con IFN tipo I. Los resultados 
indican una inhibición de la actiividad luciferasa que comienza a las 16 hpi y es más 
pronunciada a las 24 hpi (Figura 1.1. B). Asimismo, determinamos la interferencia de 
PPRV sobre la ruta de señalización del IFN tipo II en células VDS, co-transfectadas con 
pGAS-luc y pNull, infectadas con ambas cepas de PPRV y estimuladas posteriormente 
con IFN-γ. La inhibición de la expresión de la luciferasa bajo el promotor GAS (Figura 
1.1. C) fue leve a las 16 hpi para Ias dos cepas y a las 24 hpi se observó una disminución 
de la estimulación de casi la mitad, en comparación con el control.  
 
 
Figura 1.1 Efecto de las cepas ICV’89 y Nigeria/75 de PPRV en la inducción de la expresión 
del gen de la luciferasa a partir del promotor de inducción del IFN-β y de los promotores 
de respuesta a los IFNs tipo I y II. (A y C) Se co-transfectaron células VDS o células HEK-293T 
(B) con los plásmidos pNull, el plásmido vacío (Control) y el plásmido de inducción del IFN-β (A) 
o el ISRE (B) o el GAS (C) de la manera descrita en Materiales y Métodos. A las 24 hpt, se 
infectaron las células con ICV’89 (gráficas en amarillo) o Nigeria/75 (gráficas en verde) a una 
MOI de 1 PFU/célula. Posteriormente, se estimularon las células con SeV (dilución 1/100) (A), 
con 1000 U/ml de IFN-U (B), con 5 ng/ml de IFN-γ (C), respectivamente. Transcurridas 6, 16 y 
24 hpi se lisaron las células y se midieron las actividades de la luciferasa y renilla. El ratio de 
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estas dos actividades se tomó como actividad relativa de la luciferasa. La representación 
corresponde al ratio obtenido entre las células estimuladas y no estimuladas, expresado en 
porcentaje, tomando el resultado de control no infectado como el 100% de estimulación. Los 
datos se sometieron al test estadístico de varianza ANOVA de dos vías, con una corrección 
mediante el test de Bonferroni, con un intervalo de confianza de P<0.05 (*) y P<0.01 (**). Las 
barras de error muestran la desviación estándar (DS) de cada resultado.  
 
Se corroboraron los resultados obtenidos sobre la inducción del IFN con PPRV mediante 
un ensayo en células HEK-293pIFN-GFP que, al estimular con SeV inducen la expresión 
del IFN junto con la expresión de una proteína verde fluorescente (GFP). Las células se 
infectaron tanto con la cepa virulenta de PPRV como con la cepa vacunal y se observó 
que las células infectadas con PPRV no expresaban GFP en comparación con las 
células no infectadas (Figura 1.2.) en ningún caso, ni antes de estimular con SeV, ni 
después, confirmando que PPRV es un mal inductor del IFN. Todos estos datos indican 
que las cepas ICV’89 y Nigeria/75 de PPRV, a pesar de diferenciarse en cuanto a su 
virulencia in vivo, son capaces de inhibir la inducción al IFN. 
 
 
Figura 1.2. PPRV no induce la expresión del IFN. Se infectaron células HEK-293pIFN-GFP 
con ICV´89 o Nigeria/75, respectivamente, a una MOI de 1 PFU/célula. A las 24 hpi se 
estimularon infectando con SeV (dilución 1/100) y a las 16 hpe se detectó la expresión de GFP 
mediante microscopía de fluorescencia. Se utilizaron controles sin infectar y sin estimular en cada 
caso. Las imágenes son una representación de un campo de visualización. Las imágenes se 
visualizaron con un objetivo 20X 
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1.2.  PPRV inhibe la inducción del IFN y de ISGs en células de mamífero 
y en PBMCs de oveja  
Con el objetivo de determinar si la interferencia observada sobre la producción del 
IFN por PPRV se manifestaba también en la expresión del IFN en células infectadas por 
PPRV, se estimularon células HEK-293T con SeV, que induce la expresión del IFN tipo 
I, y se cuantificó la expresión de ISGs mediante qRT-PCR a 16 hpi. Se comprobó que 
las células infectadas con ICV´89 expresaban 9 veces menos IFN-β, en cambio las 
infectadas con Nigeria/75 expresaban 26 veces menos, con respecto a las células 
control (Figura 1.3). Estos resultados indican que la cepa vacunal de PPRV bloquea más 
eficientemente la ruta de inducción del IFN que la cepa virulenta de PPRV. 
El mismo ensayo se realizó para cuantificar la inducción de ISGs en células VDS 
infectadas con ambas cepas de PPRV. Así, se infectaron células VDS con ICV´89 o 
Nigeria/75 y a las 16 hpi se estimularon con los IFNs tipo I y II. Tras 24 hpi se analizaron 
los niveles de expresión de los genes ISG15, ISG54 y OAS en respuesta al IFN-U y los 
genes IRFI e IP10 en respuesta al IFN-γ, mediante qRT-PCR. Se observó que las 
células infectadas con ICV´89 expresaban 300 veces menos ISG15, 65 veces menos 
ISG54 y 15 veces menos OAS en comparación con las células control estimuladas con 
IFN-U (Figura 1.3A). Del mismo modo las células infectadas con Nigeria/75 expresaban 
16, 30 y 11 veces menos ISG15, ISG54 y OAS, respectivamente (Figura 1.3B). En el 
caso de las células infectadas con ICV´89 y estimuladas con IFN-γ expresaban 33 y 36 
veces menos IRFI e IP10 y las infectadas con Nigeria/75 expresaban 31 y 4 veces 
menos IRFI e IP10 respectivamente, con respecto a las células control (Figura 1.3). 
Estos resultados indican que la cepa virulenta inhibe más eficientemente la señalización 
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Figura 1.3. Niveles de expresión de ARNm de ISGs en células de mamífero infectadas con 
PPRV. (A) Células VDS (Amarillo y naranja) o HEK-293T (Verde) infectadas con ICV´89 a una 
MOI de 1 PFU/célula. Tras 16 hpi se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U (Amarillo), con 5 ng/ml 
de IFN-γ (Naranja) o con SeV (dilución 1/100) (Verde). Tras 8 hpe (24 hpi) se lisaron las células 
para extraer el ARN y analizar la transcripción de genes relacionados con la inducción del IFN y 
la señalización de los IFNs tipo I y II, mediante qRT-PCR. (B) Células VDS (Amarillo y naranja) 
o HEK-293T (Verde) infectadas con Nigeria/75 a una MOI de 1 PFU/célula, en las que se realizó 
el mismo ensayo que en el apartado A. Se utilizaron controles sin infectar y sin estimular en cada 
caso. Los valores obtenidos se normalizaron con la expresión del gen endógeno de la subunidad 
18 del ribosoma. Los datos representan la media ± la DS de cada experimento por triplicado, 
representativo de dos experimentos independientes. Los datos se sometieron al test estadístico 
de varianza ANOVA de dos, con una corrección mediante el test de Bonferroni, con un intervalo 
de confianza de P<0.01 (**) y P< 0.001 (***).  
 
Los resultados obtenidos hasta el momento indican que tanto la cepa vacunal como 
la cepa virulenta de PPRV se comportan de forma similar. Las dos cepas inhiben tanto 
la ruta de inducción como la de señalización del IFN, aunque con distintas intensidades. 
Con objeto de estudiar si esta inhibición tenía lugar en células primarias de oveja, se 
obtuvieron muestras de sangre con EDTA y a partir de ellas se aislaron los PBMCs 
(descrito en Materiales y Métodos). Los PBMCs se infectaron con ICV´89 a una MOI de 
1 PFU/célula y a las 16 hpi se estimularon con IFN-U, IFN-γ o con SeV. A las 24 hpi se 
aisló el ARN intracelular y se cuantificó mediante qPCR el ARNm de los ISGs. En los 
PBMCs estimulados con SeV se analizó la expresión de RIG-I, IFN-α e IFIT3 (Figura 1.4 
A/Gráficas en verde). En los PBMCs estimulados con IFN-U se cuantificaron IFN-α, 
ISG15, OAS y MxA. (Figura 1.4B/Gráficas en amarillo). En los PBMCs estimulados con 
IFN-γ se cuantificaron los ISGs: IFN-γ, CXCL10 e IL12 (Figura 1.4C/Gráficas en 
naranja). Además, para determinar que los PBMCs estaban realmente infectados con 
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Figura 1.4. Niveles de expresión de ARNm de ISGs en PBMCs de oveja infectados con 
PPRV. PBMCs infectados con ICV´89 a una MOI de 1 PFU/célula. Tras 16 hpi se estimularon 
con SeV (dilución 1/100) (Verde) (A), con 1000 U/ml de IFN-U (Amarillo) (B) y con 5 ng/ml de 
IFN-γ (Naranja) (C). Las células se lisaron transcurridas 8 hpe (24 hpi) para extraer el ARN y 
analizar la transcripción de distintos genes relacionados con la inducción del IFN y la señalización 
del IFN tipo I y II, mediante qRT-PCR. En cada caso se realizaron controles sin infectar y sin 
estimular. Los valores obtenidos se normalizaron con la expresión del gen endógeno de actina-
β. Los datos representan la media ± la DS de cada experimento por triplicado, representativo de 
dos experimentos independientes. Los datos se sometieron al test estadístico de varianza 
ANOVA de dos vías, con una corrección mediante el test de Bonferroni, con un intervalo de 
confianza de P<0.001 (***). 
 
Los PBMCs que estaban infectados con ICV´89 en las tres condiciones de 
estimulación y además en los PBMCs estimulados con SeV (Figura1.4A) se observa 
una disminución de 31, 150 y 10 veces en la expresión de los genes RIG-I, IFN-α e 
IFIT3, respectivamente. En la estimulación con IFN-U (Figura 1.4B), se observa una 
disminución de 450, 16, 85 y 8 veces en la expresión de los genes IFN-α, ISG15, OAS 
y MxA, respectivamente. En los PBMCs estimulados con IFN-γ se observa una 
disminución de 460, 25 y 60 veces en los niveles detectados de ARNm de los genes 
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IFN-γ, CXCL10 e IL12, respectivamente. Estas disminuciones de expresión se producen 
en comparación con los niveles de expresión de dichos genes en PBMCs no infectados 
pero estimulados. Estos datos indican que ambas cepas de PPRV son capaces de 
inhibir la respuesta al IFN en células inmunes del propio hospedador. . 
 
1.3. Expresión de ISGs en PBMCs de ovejas infectadas con PPRV 
En base a los datos obtenidos anteriormente en los que PPRV reprime la respuesta 
al IFN en células de mamífero y PBMCs de oveja durante la infección in vitro, se 
determinó la expresión del IFN tipo I y II e ISGs en PBMCs asilados de ovejas infectadas 
con PPRV. Así, se infectaron 7 individuos por vía intravenosa con 106 PFU de la cepa 
virulenta ICV´89 de PPRV. Se recogieron muestras de sangre con EDTA los días 0 (sin 
infectar), 5, 7, 11 y 13 pi y a partir de ellas se aislaron los PBMCs mediante gradiente 
de Ficoll (descrito en materiales y métodos). Los animales fueron sacrificados el día 13 
pi (Figura 1.5A). Todos los animales infectados desarrollaron signos clínicos (depresión 
leve, secreciones nasales mucopurulentas moderas, conjuntivas rojas y falta de apetito) 
y fiebres (40.5ºC-41.5ºC), entre los día 4-10 pi [186].  
Para evaluar la replicación del virus mediante qRT-PCR a partir del ARN total 
obtenido de los PBMCs, se cuantificaron los niveles de ARNm del gen N de ICV’89, 
amplificando una zona conservada de la secuencia. Se detectó un pico de viremia en el 
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Figura 1.5. (A) Esquema del protocolo de inoculación y toma de muestras. (B) Carga viral 
durante la infección por PPRV. (A) Se inocularon 7 ovejas con 106 PFU de ICV´89. Se tomaron 
muestras los días 0, 5, 7, 11 y 13 pi. (B) A partir de los PBMCs obtenidos de las muestras de 
sangre de cada oveja se extrajo el ARN total y se realizaron qRT-PCR del ARNm del gen N de 
ICV´89. Los valores obtenidos para cada oveja se normalizaron con los niveles de ARNm del gen 
endógeno de actina-β del mismo individuo. Se representa la expresión relativa de ARNm del gen 
N de ICV´89 de cada oveja normalizada con la expresión relativa de ARNm del día 0, del mismo 
individuo sin infectar. 
 
A partir del ARN total obtenido de los PBMCs de los distintos individuos se 
cuantificaron los niveles de ARNm correspondientes a la expresión de los ISGs a 
diferentes tiempos pi en comparación con la expresión basal de dichos ISGs a día 0, 
antes de la infección. La transcripción del IFN-α sufre una disminución de unas 20 veces 
a día 5 pi, aumentando levemente a día 7 pi manteniendo sin embargo, una reducción 
de más de la mitad de la expresión del IFN-α con respecto a día 0. Durante los días 11 
y 13 pi la expresión es prácticamente inexistente y comparable a la detectada el día 5 
pi. La expresión de RIG-I obtenida tiene un comportamiento similar, reduciendo su 
expresión a día 5 pi y recuperándose el día 7 pi, pero manteniéndose por debajo de los 
niveles de día 0 y, a partir del día 11 pi presenta valores muy bajos. La expresión de los 
genes MxA, ISG15 e IFIT3 presentan una respuesta similar entre ellos, un aumento 
significativo a día 5 pi, y a partir del día 7 pi, correspondiendo con el pico de viremia, 
una disminución en su expresión con respecto al día 0. En el caso de la expresión de 
los genes relacionados con la señalización del IFN tipo II, la expresión del IFN-γ se 
 80 
 
 Capítulo 1 
encuentra reducida significativamente todos los días de toma de muestra, observándose 
el día 7 pi una disminución de hasta 30 veces, con respecto al día 0. En cambio, la 
expresión de CXCL10 comienza a reducirse el día 7 pi, siendo significativo los días 11 
y 13 pi (Figura 1.6). Estos datos corresponden con una inmunosupresión de la respuesta 
inmune frente a PPRV en ovejas, y de manera más específica sugieren una inhibición 




Figura 1.6. Niveles de expresión de ARNm de ISGs en ovejas infectados con PPRV. (A) A 
partir de ARN extraído a partir de PBMCs obtenidos a distintos tiempos pi de sangre de ovejas 
infectadas con PPRV, se cuantificó mediante qRT-PCR la expresión de genes relacionados con 
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la inducción del IFN y la señalización del IFN tipo I y II y. Las muestras obtenidas al día 0 se 
utilizaron como control y la expresión de los ISGs de estos individuos se consideraron como 
niveles basales de expresión. Los valores obtenidos se normalizaron con los valores de ARNm 
del gen endógeno de actina-β y con los niveles basales de ARNm del día 0, antes de la infección, 
de cada individuo, respectivamente. Las columnas muestran la media de los datos de los 7 
individuos ± la DS de cada día de toma de muestra. Los puntos son los valores individuales. Los 
datos se sometieron al test estadístico de la t-Student; P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P<0.001 (***).  
 
1.4. PPRV inhibe la expresión de las formas fosforiladas de STAT1 y 
STAT2 y bloquea su traslocación al núcleo. 
La fosforilación de STAT1 es el paso clave para la activación de la cascada de  
señalización a través de los IFNs tipo I y II, ya que se necesita fosforilar para formar un 
heterodímero con STAT2 en el caso de la señalización del IFN tipo I o formar un 
homodímero en el caso de la señalización del IFN tipo II, y traslocarse al núcleo para 
activar los promotores de señalización [187]. Muchos virus tienen como diana el bloqueo 
de la fosforilación de STAT1 y STAT2 como estrategia de evasión del sistema inmune 
del hospedador. Tras la obtención de los resultados con los ensayos de expresión del 
gen de la luciferasa, en los que se observó que PPRV inhibía las rutas de señalización 
del IFN, se planteó estudiar el efecto de PPRV en la fosforilación de STAT1/2 y en su 
traslocación al núcleo. Para ello, se infectaron células VDS con ICV´89 a diferentes MOI 
(1, 5 y 10 PFU/célula) y se estimularon con IFN. Los lisados celulares obtenidos se 
analizaron mediante Western blot. Los niveles totales de STAT1 y STAT2 se mantienen 
constantes en células infectadas con ICV´89, indicando que PPRV no altera estos 
factores. En cambio los niveles de expresión de los fosforilados disminuyen de forma 
gradual conforme se aumenta la MOI de infección (Figura 1.7A). Se normalizó la 
expresión con la de un gen endógeno (GADPH) y se densitometró la intensidad de las 
bandas (Figura 1.7B). Estos datos indican que PPRV inhibe parcialmente la expresión 
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Figura 1.7. PPRV disminuye los niveles de  pSTAT1 y pSTAT2. (A) Inmunoblot (IB) de células 
VDS no infectadas (Mock) o infectadas con ICV´89 a la MOI indicada. Después de 16 hpi las 
células se trataron con 1000 U/ml de IFN-U durante 30 min, antes de la lisis. Los lisados se 
analizaron por Western blot empleando los anticuerpos pSTAT1, STAT1, pSTAT2, STAT2 y 
GADPH. Como control de carga se utilizó la proteína GADPH. (B) Ánálisis por densitometría de 
los niveles de proteínas detectados en los IB de pSTAT1, STAT1, pSTAT2, STAT2, normalizados 
con los niveles de expresión de GADPH. Los datos representan la media ± la DS de tres 
experimentos independientes. Los datos se sometieron al test estadístico de varianza ANOVA 
de dos vías, con una corrección del test de Bonferroni, con un intervalo de confianza de P<0.05 
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Las formas fosforiladas de STAT1 y STAT2 se tienen que mover al núcleo para 
activar los promotores específicos ISRE o GAS [188]. Para estudiar el efecto de PPRV 
en la traslocación al núcleo de pSTAT1 y pSTAT2 se realizó un ensayo de 
inmunofluorescencia. Mediante microscopía confocal se observó que las células sin 
infectar y estimuladas con IFN-U acumulaban pSTAT1 y pSTAT2 en el núcleo de la 
célula. Por el contrario, en las células infectadas a diferentes MOI con ICV´89 se 
formaban los sincitios típicos de una infección de PPRV, y el pSTAT1 desaparecía de 
los núcleos de las células infectadas con PPRV (Figura 1.7A). Del mismo modo, en las 
células infectadas se observó que el STAT2 total no se localizaba en el núcleo, 
apareciendo disperso en el citoplasma (Figura 1.7B). Para detectar la ubicación del 
pSTAT2 se utilizó un anticuerpo que detecta STAT2 total, que al estimularse con IFN, 
se fosforila y se trasloca al núcleo. Estos resultados indican que no sólo PPRV inhibe 
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Figura 1.7. PPRV bloquea la traslocación al núcleo de pSTAT1 y pSTAT2. (A y B) Se 
infectaron células VDS con ICV´89 a diferentes MOI (1, 5 Y 10 PFU/célula). A las 16 hpi las 
células se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U durante 30 min y se fijaron, permeabilizaron y 
tiñeron con anticuerpos contra pSTAT1 (verde) (A), STAT2 total (verde) (B) y la proteína N de 
PPRV (rojo) (descrito en Materiales y Métodos). El ADN nuclear se tiñó con DAPI (azul). Las 
preparaciones se observaron mediante microscopía confocal (Barra de escala = 50 μm). 
 
1.5. Obtención y caracterización de las proteínas C, P, V y W de las 
cepas ICV´89 y Nigeria/75 de PPRV 
El género Morbillivirus codifica la proteína estructural P y tres proteínas no 
estructurales C, V y W, que se han descrito como relevantes en la evasión de la 
respuesta inmune innata. Para evaluar el efecto individual de estas proteínas virales de 
un aislado virulento, ICV’89 y de una cepa vacunal, Nigeria/75, de PPRV sobre la 
inducción y la respuesta al IFN, se clonaron los genes codificantes de las mismas 
amplificándolos mediante RT-PCR a partir de ARN extraído de células infectadas con 
las 2 cepas, respectivamente. Se generaron un total de 8 construcciones, en un vector 
de expresión de células de mamíferos (pIRES-OFP). No se pudo amplificar el gen W de 
la cepa Nigeria/75, por lo que se obtuvo una mutagénesis dirigida utilizando como molde 
el plásmido pIRES-V/Nigeria/75, descrito en Materiales y Métodos. 
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La expresión de las proteínas se verificó mediante Western blot en extractos 
proteicos obtenidos de células transfectadas con los distintos plásmidos de expresión 
construidos. Se comprobó que la migración de las proteínas corresponde con los pesos 
moleculares predichos para cada una de las proteínas (P: 86 kDa, C: 25 kDa, V: 50 kDa 
y W: 40 kDa) (Figura 1.8A). La proteína P de PPRV migra a 86 kDa en geles de SDS 
PAGE debido a su carácter acídico y sus altos niveles en serina y treonina, que 
proporcionan numerosos sitios para la fosforilación post-translacional que aumenta el 
tamaño y la carga negativa general de la proteína [95, 112]. Las proteínas se clonaron 
seguidas del epítopo FLAG® en su extremo carboxilo, que permite su detección, lo que 
nos permitió realizar un ensayo de inmunofluorescencia en el que se detectó la 
expresión de las proteínas en las células transfectadas con cada construcción (Figura 
1.8B).Todas las proteínas presentan una localización tanto citoplasmática como nuclear. 
 
 
Figura 1.8. Expresión y localización celular de las proteínas C, P, V y W de ICV´89 y 
Nigeria/75. (A) Se transfectaron células HEK-293T con los plásmidos que expresan las proteínas 
C, P, V y W de ICV´89 y Nigeria/75. Se detectó la expresión de las proteínas por Western blot 
utilizando un anticuerpo contra el epítopo FLAG. Como control de carga se utilizó la proteína 
GADPH. (B) Inmunofluorescencia de células VDS transfectadas con los plásmidos que expresan 
las proteínas C, P, V y W de Nigeria/75. Las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas 
con un anticuerpo contra el epítopo FLAG. Los núcleos se tiñeron con DAPI (azul), la expresión 
de la OFP (rojo), la expresión de las proteínas clonadas (verde), se observó mediante 
microscopía confocal.  
 
1.6. Las proteínas C y V de PPRV inhiben la ruta de inducción del IFN  
Dado que se observó inhibición de la expresión del gen de la luciferasa obtenida a 
partir del promotor de inducción del IFN-β con las dos cepas de PPRV, se procedió a 
realizar el mismo tipo de ensayo con las proteínas virales expresadas individualmente. 
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Para evaluar el efecto específico de las proteínas C, P, V y W de ICV’89 y Nigeria/75 en 
la vía de inducción del IFN-β, se realizó un ensayo utilizando diferentes dosis de ADN 
de cada plásmido construido en la transfección. Al transfectar con los plásmidos que 
expresan la proteína C y V de las dos cepas se observó un efecto inhibitorio sobre la 
ruta de inducción del IFN y además, dependiente de dosis, mientras que en las células 
transfectadas con los plásmidos que permiten la expresión de las proteínas P y W de 
las dos cepas no se observó disminución de la luminiscencia. Únicamente, en el caso 
de células transfectadas con la máxima concentración del plásmido que expresa la 
proteína P de Nigeria/75 se observó una disminución significativa (Figura 1.9A).  
Para apoyar estos resultados, se transfectaron células HEK-293pIFN-GFP, que 
expresan GFP bajo el control del promotor del IFN-β, con los plásmidos que expresan 
las proteínas C, P, V y W de las dos cepas de PPRV y se estimularon infectando con 
SeV para inducir la expresión del IFN. Se observó la expresión de las proteínas 
mediante la expresión de la proteína OFP (rojo) y la expresión del IFN mediante la 
expresión de la proteína GFP (verde). En las células tranfectadas con los plásmidos que 
expresan las proteínas C y V, tanto de ICV´89 como de Nigeria/75, no se detectaba 
expresión de IFN, ya que la expresión de la proteína GFP desaparecía en comparación 
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Figura 1.9. Efecto de las proteínas C, P, V y W de ICV’89 y Nigeria/75 de PPRV en la 
inducción del IFN-β. (A) Se co-transfectaron células VDS con cantidades crecientes de ADN 
(50, 300 y 600 ng) de los plásmidos que expresan las proteínas C (amarillo), P (verde), V (azul) 
y W (rojo) de ICV’89 y Nigeria/75 respectivamente, o el plásmido vacío (Control), junto con los 
plásmidos pNull y pIFN-β, tal y como está descrito en Materiales y Métodos. A las 24 hpt se 
estimularon con SeV (dilución 1/100). A las 16 hpi, se lisaron las células para medir la 
luminiscencia de la luciferasa y de la renilla. El ratio de estas dos actividades se tomó como la 
actividad relativa de la luciferasa. Los resultados se expresan en porcentaje del ratio entre las 
células  estimuladas y no estimuladas con SeV, considerando el resultado del control el 100% 
de estimulación. Los datos se sometieron al test estadístico de varianza de ANOVA de dos vías, 
con una corrección del test de Bonferroni, con un intervalo de confianza de P<0.01 (**). Las 
barras de error muestran la desviación estándar (DS) de cada resultado. (B) Se transfectaron 
células HEK-293pIFN-GFP con 600 ng de ADN de los plásmidos que expresan las proteínas C, 
P, V y W de ICV´89 y Nigeria/75. A las 24 hpi se estimularon con SeV (dilución 1/100) y 
transcurridas 16 hpe se observó la expresión de OFP y GFP mediante microscopía de 
fluorescencia. Se utilizaron controles sin transfectar y sin estimular en cada caso. Las imágenes 
son una representación de un campo de visualización. Las imágenes se visualizaron con un 
objetivo de aumento 20X. 
 
1.7. Las proteínas P, V y W de PPRV inhiben la señalización del IFN 
tipo I y II 
Se ha descrito el efecto inhibitorio que tiene la proteína V de PPRV sobre la respuesta 
al IFN tipo I y II [122]. También se conoce el efecto que tienen las proteínas C, P y W en 
otros morbillivirus como MeV y RPV [98, 117, 189]. Dado que con las dos cepas de 
PPRV se observó una inhibición de la ruta de señalización del IFN a través de los 
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promotores ISRE y GAS, se realizó el mismo tipo de experimentos para atribuir a 
proteínas individuales del virus esta actividad inhibitoria sobre dicha ruta. Se midió la 
expresión del gen de la luciferasa a partir de los promotores ISRE y GAS. Al transfectar 
diferentes cantidades del plásmido que expresa la proteína C de las dos cepas de PPRV 
no se observó un efecto inhibitorio sobre estas rutas, mientras que en las células 
transfectadas con los plásmidos que expresan las proteínas P, V y W, respectivamente, 
se observó una disminución de luminiscencia, y por tanto, reducción de la activación de 
los genes de respuesta al IFN tipo I y II. El efecto de inhibición fue más pronunciado con 
la expresión de la proteína V, siendo menos acusado con las expresiones individuales 
de las proteínas P y W. El efecto también es mayor en la respuesta al IFN tipo I que en 
respuesta al IFN tipo II (Figura 1.10). Esto sugiere que las proteínas P, V y W están 
implicadas en la inhibición de la señalización del IFN tipo I y tipo II. 
 
 
Figura 1.10. Las proteínas P, V y W de ICV’89 y de Nigeria/75 de PPRV inhiben las rutas de 
señalización del IFN tipo I y II a través de los promotores ISRE y GAS, respectivamente. 
(A) Se co-transfectaron células HEK-293T o células VDS (B) con los plásmidos pNull e ISRE (A), 
GAS (B) y con cantidades crecientes (50, 300 y 600 ng) de ADN de los plásmidos que expresan 
las proteínas C (amarillo), P (verde), V (azul) y W (rojo) de ICV’89 y Nigeria/75, respectivamente, 
o el plásmido vacío (negro) utilizado como control, tal y como está descrito en Materiales y 
Métodos. A las 24 hpt se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U (A) o con 5 ng/ml de IFN-γ (B). A 
las 16 hpe, las células se lisaron para medir la luminiscencia de la luciferasa y de la renilla. El 
ratio de estas dos actividades se tomó como la actividad relativa de la luciferasa. Los resultados 
se expresan en porcentaje obtenido del ratio entre las células estimuladas y no estimuladas con 
IFN, tomando el resultado de control como el 100% de estimulación. Los datos se sometieron al 
test estadístico de varianza ANOVA de dos vías, con una corrección mediante el test de 
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Bonferroni, con un intervalo de confianza de P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P< 0.001 (***). Las barras 
de error muestran la desviación estándar (DS) de cada resultado.  
 
1.8. Las proteínas P, V y W de PPRV afectan los niveles de pSTAT1 y 
pSTAT2 y su traslocación al núcleo  
Para esclarecer el mecanismo a través del que las proteínas P, V y W de PPRV 
inhiben la ruta de señalización de los IFN de tipo I y II, se realizaron ensayos que 
permitieran observar la interacción de dichas proteínas con diferentes factores que 
intervienen en la ruta de señalización de las JAK/ STAT. Así, se estudió el efecto 
producido por la expresión de estas proteínas en los niveles totales de STAT1/2 y 
pSTAT1/2 mediante Western blot. Para la realización de este ensayo se utilizaron como 
controles positivos los plásmidos que expresan la proteína NS5 del virus del Nilo 
Occidental (WNV) que inhibe la fosforilación de STAT1 [190], la proteína V de NiV que 
se une a STAT1 y STAT2 evitando la traslocación al núcleo [191, 192] y la proteína NS5 
de DenV que se une y degrada STAT2 [55]. También se utilizaron como controles 
negativos el plásmido vacío (pIRES-cOFP) y el plásmido que expresa la proteína C de 
PPRV, ya que en los ensayos de expresión de luciferasa no se observó ningún efecto 
en la ruta de señalización del IFN tipo I y II. 
Los niveles de expresión de STAT1 y STAT2 totales se mantienen constantes en 
células HEK-293T transfectadas con los plásmidos que expresan las proteínas C, P, V 
y W de ICV´89. Se observó una leve reducción en los niveles de expresión de pSTAT1 
en presencia de la proteína P de ICV´89 (Figura 1.11A). Las proteínas V de NiV y NS5 
de WNV, utilizadas como controles positivos, también reducen los niveles de expresión 
de pSTAT1. Los niveles de expresión de pSTAT2 se reducen en presencia de los 
controles positivos (DenV/NS5, NiV/V y WNV/NS5) utilizados, y levemente en células 
transfectadas con el plásmido que expresa la proteína V de ICV´89 (Figura 1.11A). Para 
comprobar esta leve disminución de los niveles de STAT1/2 fosforilados, se 
cuantificaron tres experimentos diferentes normalizando con los valores obtenidos para 
GADPH, observándose una disminución leve, pero estadísticamente significativa para 
las proteínas P y V, respectivamente (Figura 1.11B).  
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Figura 1.11. Las proteínas P y V de ICV´89 reducen levemente los niveles de expresión de 
STAT1/2 fosforilados, respectivamente. (A) Inmunoblot de células HEK-293T transfectadas 
con 500 ng de ADN de los plásmidos que expresan las proteínas NiV/V (HA), DenV/NS5 (HA), 
WNV/NS5 (HA), ICV´89/C/P/V/W (FLAG) y el plásmido vacío (empty). Las células se estimularon 
con 1000 U/ml de IFN-U durante 30 min. Los lisados se analizaron por Western blot utilizando 
los anticuerpos pSTAT1, STAT1, pSTAT2, STAT2, GADPH y la expresión de las proteínas se 
detectó utilizando anticuerpos contra los epítopos FLAG y HA. Como control de carga se utilizó 
la proteína GADPH. (B) Ánálisis por densitometría de los niveles de pSTAT1, STAT1, pSTAT2, 
STAT2, revelados en los IB y normalizados con los niveles de GADPH. Los datos representan la 
media ± la DS de tres experimentos independientes. Los datos se sometieron al test estadístico 
de varianza ANOVA con dos vías, con una corrección del test de Bonferroni, con un intervalo de 
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Se comprobó el efecto de las proteínas de PPRV en la traslocación al núcleo de 
pSTAT1/2 mediante un ensayo de inmunofluorescencia. Se observó que las proteínas 
P, V y W de ICV´89 evitaban la traslocación al núcleo de pSTAT1 de la misma forma 
que el control positivo (NiV/V) (Figura 1.12A). Del mismo modo, la proteína V de ICV´89 
también evitaba la traslocación al núcleo de pSTAT2 total en células estimuladas con 
IFN como el control positivo (DenV/NS5) (Figura 1.12B). Estos datos confirman que las 
proteínas P, V y W de PPRV son las responsables de la inhibición de la traslocación al 
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Figura 1.12. Las proteínas P y W de ICV´89 evitan la translocación al núcleo de pSTAT1 y 
la proteína V evita la traslocación al núcleo de pSTAT1/2. (A y B) Inmunofluorescencia de 
células VDS transfectadas con los plásmidos que expresan las proteínas NiV/V (HA), DenV/NS5 
(HA), y ICV´89/C/P/V/W/ (FLAG), respectivamente. A las 24 hpt las células se estimularon con 
1000 U/ml de IFN-U durante 30 min, se fijaron, se permeabilizaron y se tiñeron con anticuerpos 
contra pSTAT1 (rojo) (A), STAT2 total (rojo) (B) y contra los epítopos HA/FLAG (verde) (descrito 
en Materiales y Métodos). El ADN nuclear se tiñó con DAPI (azul). Las preparaciones se 
observaron mediante microscopía confocal. (Barra de escala = 20 μm). 
 
1.9. Interacción de las proteínas P, V y W de PPRV con STAT1 y STAT2 
Las proteínas P, V y W de los morbillivirus contienen en su dominio N-terminal una 
región implicada en la unión con STAT1 [119] y en el dominio C-terminal de la proteína 
V presentan un anillo de zinc implicado en la unión con STAT2. Recientemente, se han 
identificado los residuos de la proteína V de PPRV (cepa Tibet perteneciente al linaje 
IV) implicados en la unión con STAT2 [122]. Para estudiar si se produce una interacción 
entre STAT1 y/o STAT2 y las proteínas P, V y W de las cepas ICV´89 y Nigeria/75 de 
PPRV, se realizó un ensayo de inmunoprecipitación (IP), utilizando como control positivo 
las proteínas DenV/NS5 que unen STAT2 y la proteína NiV/V que une STAT1 y STAT2. 
Los resultados obtenidos indicaron que la proteína V de las dos cepas de PPRV se une 
a STAT1 y a STAT2, que las proteínas P y W se unen a STAT1 y no se observa ninguna 
interacción con dichas proteínas en el caso de la proteína C de PPRV (Figura 1.13). 
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Figura 1.13. Las proteínas P y W de ICV´89 y Nigeria/75 se unen a STAT1 y la proteína V se 
une a STAT1 y STAT2. Inmunoprecipitación de células HEK-293T transfectadas con 2μg de 
ADN de los plásmidos que expresan las proteínas NiV/V (HA), DenV/NS5 (HA), y ICV´89 
/C/P/V/W/ y Nigeria/75 (FLAG), respectivamente. A las 48 hpt se recogieron los lisados celulares 
y se separaron en dos alícuotas, una para estudiar el extracto celular total (WCE) y otra se incubó 
toda la noche a 4ºC en agitación orbital, con la resina de afinidad anti-HA o anti-FLAG 
dependiendo del tag que presenta la proteína a inmunoprecipitar (descrito en Materiales y 
Métodos). Ambas muestras se analizaron mediante la técnica de Western blot, incubándose con 
anticuerpos contra STAT1, STAT2, pSTAT1, pSTAT2, HA, FLAG y GADPH, respectivamente. 
 
1.10. PPRV induce una disminución en los niveles de expresión de 
pJAK1 y pTYK2  
Se ha demostrado que RPV reduce la expresión de la fosforilación de las quinasas 
JAK1 y TYK2 [104] y para investigar si otro morbillivirus presenta el mismo efecto, se 
infectaron células con PPRV y se analizó la expresión de los niveles de expresión de 
pJAK1 y pTYK2 en células tratadas con IFN. En un primer momento, se infectaron 
células y se detectaron los niveles de expresión endógenos de pJAK1 y pTYK2, pero el 
resultado fue negativo, ya que la expresión endógena de estas quinasas en células de 
mamíferos es muy baja y difícil de detectar con anticuerpos comerciales. Por este 
motivo, se planteó clonar los genes JAK1 y TYK2 humanos en un vector de expresión 
de células de mamífero (pEF4/V5-His-B), facilitando la sobreexpresión en células y 
permitiendo su detección mediante el epítopo V5 (Figura 1.14A).  
Para estudiar el efecto inducido por PPRV en los niveles de pJAK1 y pTYK2, se 
transfectaron células VDS con los plásmidos que expresan las quinasas JAK1 y TYK2 
y posteriormente se infectaron con la cepa virulenta de PPRV, ICV´89 y se estimularon 
con IFN-U. Se observó que los niveles de expresión de JAK1 y TYK2 totales no 
cambiaron con la infección de PPRV, mientras que sí se observó una disminución en 
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los niveles de expresión de pJAK1 y pTYK2, en las células infectadas con respecto a 
las no infectadas. La reducción que se observó fue específica, dado que los niveles de 
expresión de las quinasas fosforiladas disminuían conforme se aumentaba la MOI 
(Figura 1.14B). Estos datos indican que PPRV afecta a los niveles de pJAK1 y pTYK2, 
afectando a la señalización del IFN. 
 
 
Figura 1.14. PPRV reduce los niveles de pJAK1 y pTYK2. (A) Inmunoblot de la expresión de 
las proteínas JAK1 y Tyk2 en células HEK-293T transfectadas con las construcciones que 
expresaban dichas quinasas. Se detectó la expresión de las proteínas mediante Western blot 
utilizando un anticuerpo contra el epítopo V5. Como control de carga se utilizó la proteína 
GADPH. (B) IB de células VDS transfectadas con los plásmidos de expresión de las quinasas 
JAK1 y TYK2. A las 24 hpt las células se infectaron o no (Mock), con ICV´89 a las MOI indicadas. 
Tras 16 hpi las células se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U durante 15 min. Los lisados se 
analizaron por Western blot utilizando los anticuerpos contra pJAK1, pTyk2, V5 y GADPH, 
respectivamente. Como control de carga se utilizó la proteína GADPH. 
 
1.11. Efecto de las proteínas P, V y W de PPRV en la expresión de 
pJAK1 y pTYK2 y su interacción con estas quinasas 
Para determinar que proteína/s de PPRV son las determinantes de la reducción de 
los niveles de las quinasas pJAK1 y pTYK2 se estudió, en primer lugar, la posible 
interacción de las proteínas C, P, V y W de PPRV con las mismas. Para ello se realizó 
un ensayo de inmunoprecipitación en el que células HEK-293T se co-transfectaron con 
los plásmidos de expresión de las quinasas JAK1 y TYK2 junto con los plásmidos de 
expresión de las proteínas C, P, V y W de PPRV, observándose una interacción directa 
entre la proteína V de PPRV y las quinasas JAK1 y TYK2, mientras que no se detectó 
dicha interacción entre las proteínas C, P, V y W de PPRV y JAK1 y/o TYK2 (Figura 
1.15A). 
La proteína V de PPRV se une directamente con JAK1 y TYK2. Para determinar si la 
unión inducía una reducción de los niveles de expresión de pJAK1 y pTYK2, se 
analizaron mediante Western blot los niveles totales de JAK1 y TYK2 y de sus 
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fosforilados en células transfectadas con los plásmidos de expresión de las proteínas C, 
P, V y W de PPRV. Se observó que en células que expresaban las proteínas P, V y W 
los niveles de expresión de pTYK2 se reducían. En cambio, los niveles de expresión de 
pJAK1 solo se reducían en las células que expresaban la proteína V de PPRV (Figura 
1.15B). Estos datos indican que las proteínas P, V y W de PPRV reducen los niveles de 




Figura 1.15. La proteína V de ICV’89 se une a JAK1 y TYK2 y reduce su fosforilación, y las 
proteínas P y W de ICV’89 reducen los niveles de pTYK2. (A) Inmunoprecipitación de células 
HEK-293T co-transfectadas con 1μg de ADN de los plásmidos que expresan las proteínas 
ICV´89/C/P/V/W y 1μg de ADN de los plásmidos que expresan las quinasas JAK1 y TYK2 (V5), 
respectivamente. A las 48 hpt se recogieron los lisados celulares y se separaron en dos alícuotas, 
una para estudiar el extracto celular total (WCE) y otra se incubó con la resina de afinidad anti-
FLAG toda la noche a 4ºC en agitación orbital (descrito en Materiales y Métodos). Las muestras 
correspondientes al WCE y las muestras inmunoprecipitadas se analizaron mediante un gel de 
electroforesis SDS-PAGE, seguido de transferencia a membranas de nitrocelulosas incubadas 
con anticuerpos contra V5, FLAG y GADPH, respectivamente. (B) IB de células HEK-293T co-
transfectadas con los plásmidos de expresión de las proteínas JAK1 y TYK2, los plásmidos de 
expresión de las proteínas C, P, V y W de ICV´89 y el plásmido vacío (empty), respectivamente. 
A las 24 hpt las células se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U durante 15 min. Los lisados se 
analizaron por Western blot empleando los anticuerpos contra pJAK1, pTYK2, V5 y GADPH, 















Discusión Capítulo 1 
“Duda siempre de ti mismo, hasta que los datos no dejen lugar a dudas” 


























La infección con PPRV induce una fuerte inmunosupresión que provoca graves 
consecuencias clínicas en el hospedador, facilitando la aparición de infecciones 
secundarias, virales o bacterianas, que suelen ser las responsables de la alta tasa de 
mortalidad existente [84]. La inmunosupresión proporciona al patógeno la oportunidad 
de maximizar su supervivencia, replicación y transmisión. Esta Tesis Doctoral ha 
profundizado en el conocimiento de los mecanismos que median la interacción de PPRV 
y de sus proteínas expresadas individualmente, con el sistema del IFN, una de las 
primeras defensa desencadenadas tras una infección como respuesta inmune innata 
del hospedador. PPRV como otros muchos virus y más concretamente los de su misma 
familia, Paramixoviridae han desarrollado diversos mecanismos efectivos para 
antagonizar el sistema inmune del hospedador, como la inhibición de la producción del 
IFN o la de los factores antivirales de la respuesta al IFN, mediante distintas proteínas 
virales [193, 194]. 
Hemos estudiado la inducción del IFN-β después de la infección con dos cepas de 
PPRV, una virulenta y otra vacunal, en líneas celulares establecidas. Mediante ensayos 
de expresión de la luciferasa o GFP a partir del promotor del IFN-β, observamos que las 
dos cepas de PPRV utilizadas en este estudio inhiben la expresión a través de dicho 
promotor, in vitro, en cultivos celulares, y de manera creciente en el tiempo. Esto 
coincide con el comportamiento general de los paramixovirus que desencadenan una 
pobre expresión del IFN a través de RIG-I en respuesta al ARN no codificante producido 
durante la transcripción del ARNm [195, 196]. El clonaje y expresión de las 4 proteínas 
de PPRV implicadas en la regulación de la respuesta innata ha permitido identificar las 
proteínas C y V como las responsables de la inhibición de la inducción de IFN, mientras 
que P y W no tienen ningún papel en este mecanismo. Estos resultados confirman datos 
recientemente publicados, en los que virus defectivos en la proteína C permitían la 
inducción del IFN, identificando la proteína C como principal responsable del bloqueo 
en la inducción del IFN. Sin embargo los defectivos en la proteína V mantienen dicho 
bloqueo, necesitándose más estudios para determinar la implicación de dicha proteína 
en esta ruta [118].   
El papel de la proteína C de los paramixovirus en la inducción del IFN no está 
esclarecido completamente. Aunque en algunos virus como MeV [109] o SeV [197] se 
ha estudiado su mecanismo de acción. Sin embargo, la proteína C de estos virus difiere 
con respecto a PPRV, ya que presenta una localización nuclear. Se conoce que la 
proteína C está involucrada en la replicación del genoma viral, en la regulación de la 
síntesis de ARN [105, 198, 199] y en la traducción de proteínas virales [107], funciones 




ha demostrado que los virus defectivos en la expresión de la proteína C sintetizan más 
ARNcd durante la infección, un PAMP que conduce a la activación del promotor de 
inducción del IFN a través de PKR [200, 201], mientras que el virus wt no produce tanto 
ARNcd [202-204]. También se ha sugerido un efecto directo de la proteína C de MeV en 
el bloqueo de la transcripción del IFN-β [205]. 
De acuerdo con datos de otros autores [122, 206], también observamos una 
disminución en la expresión a partir de los promotores activados por IFN tipo I (ISRE) y 
tipo II (GAS), que permiten la expresión de genes en respuesta al IFN (ISGs). La 
tendencia de interferencia, tanto con la vía de inducción como con la de activación del 
IFN es la misma en las dos cepas de PPRV utilizadas en estos experimentos. 
Observándose, sin embargo, una diferencia entre ellas en la intesidad de la respuesta 
producida, tanto en la inducción del IFN-β, donde la cepa vacunal se revela como más 
eficiente en el bloqueo de dicha inducción, como en los niveles de expresión de ISGs 
activados en respuesta al IFN-U e IFN-, siendo, en este caso más eficiente la inhibición 
de la señalización de la ruta del IFN ejercida por la cepa virulenta de PPRV que con la 
vacunal.  
En esta tesis se demuestra que las proteínas P, V y W son las responsables de la 
inhibición de la activación de los ISGs a través de los promotores ISRE y GAS, así como 
el bloqueo de la traslocación al núcleo de pSTAT1. La unión de estas tres proteínas a 
STAT1, demostrada en este trabajo, puede ser la responsable de los efectos detectados 
en la cascada de señalización del IFN. Además, comprobamos que la proteína V se une 
a STAT2, inhibiendo su traslocación al núcleo, y reduciendo los niveles de pSTAT2 
levemente. La proteína C no está implicada en la inhibición de la ruta de señalización 
del IFN. Otros autores han publicado que la proteína V bloquea la inducción del IFN por 
interacción directa con MDA5 e interacción más débil con RIG-I y LGP2 [118].  
Estos resultados son consistentes con los descritos para otros virus, como el NiV 
donde se demuestra que las proteínas P, V y W bloquean la expresión de un gen 
marcador a partir del promotor ISRE casi completamente en respuesta al IFN [207]. 
Además, la proteína C también pudo inhibir la actividad luciferasa aunque en niveles 
más bajos en comparación con las otras proteínas. En la mayoría de los morbillivirus se 
ha descrito a la proteína V como la responsable de la inhibición de la respuesta al IFN 
tipo I y II [206]. La proteína V de RPV bloquea casi por completo la inducción de la 
actividad luciferasa en respuesta del IFN tipo I, así como la proteína P aunque en menor 
medida, mientras que la proteína C no bloquea la acción del IFN tipo I, similar a lo 
ocurrido con nuestros resultados con PPRV. En el caso de PPRV también se ha descrito 




un efecto con las proteínas P y N tanto en la respuesta del IFN tipo I como tipo II [122]. 
En nuestro trabajo demostramos que no solo las proteínas V y P presentan un efecto 
inhibitorio sobre la respuesta del IFN tipo I y II, sino que demostramos que la proteína 
W de PPRV también presenta un efecto significativo en la inhibición de la activación de 
los promotores ISRE y GAS, y que la proteína C no afecta a estas rutas de señalización. 
La capacidad de la proteína P de PPRV de bloquear la respuesta al IFN tipo I y II no 
es tan fuerte como la de la proteína V. En otros morbillivirus se ha sugerido como posible 
explicación que, probablemente, la naturaleza polimérica de la proteína P disminuiría su 
afinidad con STAT1, haciéndola menos eficiente en su fosforilación [98]. 
Otros autores han detectado en cabras infectadas con PPRV una clásica respuesta 
inflamatoria caracterizada por el aumento de la expresión de citoquinas tales como IFN-
, IL-4, IL-1, IL-8, IL-10, IL-6 e IL-12 a los 2, 4 y 6 días pi [208]. Sin embargo, en nuestra 
caracterización más enfocada al sistema del IFN, objetivo de esta Tesis, tras una 
infección en ovejas con PPRV, se observó una disminución en la expresión de 
citoquinas involucradas en las vías del IFN, inducción y señalización. Los niveles de la 
expresión de diferentes ISGs, como IFN-α, IFN-γ y RIG-I, disminuyen a partir del día 5 
pi, aumentando sin embargo, la expresión de las moléculas antivirales como ISG15, 
MxA e IFIT3, coincidiendo con un aumento de la carga viral recuperando sus niveles 
basales cuando desaparece la carga viral, de acuerdo con estudios recientes [116]. 
Estos resultados desvelan algunos de los mecanismos utilizados por PPRV para 
producir inmunosupresión en el hospedador, confirmándose también con la cepa 
vacunal Nigeria/75 que también inhibe la inducción del IFN, como ocurre con otras cepas 
vacunales de otros morbillivirus [82, 206]. 
Entre las diferentes estrategias descubiertas para inhibir la respuesta al IFN, los 
paramixovirus utilizan la degradación de factores de transcripción STATs como es el 
caso de los géneros Rubulavirus y Avulavirus [209-211] o la de inhibir la fosforilación y/o 
acumulación de STATs en el núcleo, como es el caso de los géneros Henipavirus, 
Morbilivirus y Respirovirus [98, 212-214]. En esta tesis se demuestra que ICV´89 reduce 
los niveles de pSTAT1 y pSTAT2 sin inducir su degradación y además se observa la 
inhibición de acumulación de STATs en el núcleo, demostrando que PPRV comparte 
esta técnica de evasión al sistema del IFN con otros paramixovirus. 
 La cascada de señalización iniciada por el IFN al interaccionar con su receptor, se 
continúa con la activación de dos quinasas, JAK1 y TYK2, que se asocian con el receptor 
de IFN, en un paso previo a la aparición de los STATs en la ruta, cuya fosforilación está 




por tanto, la transmisión de la señal a través de la ruta, se encuentran alterados en 
infecciones con otros virus ARN como el virus Sendai [215], el virus Marbug [216], el 
virus de la encefalitis japonesa [217, 218], el DenV [54, 219] y el WNV [55]. Esta descrito 
que RPV también bloquea la fosforilación de JAK1 y TYK2 [206], por lo que se comprobó 
si ese efecto también se producía con PPRV. Los resultados obtenidos demostraron 
que ICV´89 disminuye los niveles de pJAK1 y pTYK2, afectando la señalización del IFN 
en pasos anteriores a los STATs. 
En los paramixovirus el mecanismo de acción de la proteína V para evadir la 
respuesta del IFN está basado en la interacción con los factores de transcripción STAT1 
y/o STAT2. Por ejemplo, la proteína V del virus 5 del simio (SV5) interacciona con STAT1 
para degradarlo [194], la proteína V de MeV interacciona con STAT1 y STAT2 evitando 
su traslocación al núcleo [220], o la proteína V de algunos virus del género Rubulavirus 
interacciona con STAT2 y no con STAT1, afectando de esta forma a la respuesta del 
IFN tipo I pero no a la respuesta del IFN tipo II, ya que es necesario la formación de un 
homodimero de STAT1 para activar el promotor GAS [221]. 
La proteína V de los morbillivirus presenta una región N-terminal que comparte con 
las proteínas P y W donde se encuentra un motivo de unión a STAT1 que abarca los 
residuos 110-130, en el que el residuo tirosina de la posición 110 es el determinante de 
la unión y está conservado en muchos morbillivirus [222]. Además, una región C-
terminal de la proteína V es rica en cisteína (formando un anillo de zinc) que le confiere 
una propiedad adicional para potenciar su función en la inhibición de la respuesta al IFN, 
por la interacción con STAT2 [223] (Figura 1.16). La interacción de la proteína V de los 
paramixovirus con los factores STATs es objeto de estudio de muchos grupos de 
investigación, ya que es necesaria la formación de un heterodímero u homodímero para 
la activación de los promotores ISRE y GAS [114, 191, 212, 224, 225], respectivamente. 
Asimismo, se debe tener en cuenta que la proteína V podría estar interaccionando con 
otros factores involucrados en la respuesta del IFN, aún no caracterizados. Se ha 
demostrado que tanto el dominio N-terminal como el C-terminal de la proteína V de RPV 
intervienen en el bloqueo de la ruta de señalización del IFN tipo I y II, uniéndose a STAT1 
mediante el dominio N-terminal y a STAT2 y las quinasas JAK1 y TYK2 mediante el 
dominio C-terminal [120]. Sin embargo, dicho estudio concluyó que era indispensable la 
proteína completa para poder inhibir eficazmente la ruta de señalización del IFN [120, 
206]. En PPRV se ha demostrado que el dominio C-terminal con el anillo zinc y los 
residuos triptófano de las posiciones 275 y 277 están implicados en la unión con STAT2 
[122]. Este trabajo de Tesis confirma que la proteína V de PPRV interacciona 




En un estudio sobre el mecanismo de la proteína V de diferentes morbillivirus para 
bloquear la respuesta del IFN se observó que no todas las proteínas V tienen la misma 
capacidad de interaccionar con los factores STATs, indicando que debe existir otro 
mecanismo que junto con la vinculación con STATs pueda mediar un bloqueo eficaz de 
la respuesta del IFN [206]. Se ha demostrado que la proteína V de RPV interacciona 
con las quinasas JAK1 y TYK2 afectando a sus formas fosforiladas. En cambio otros 
morbillivirus como MeV, CDV y una cepa del linaje IV de PPRV no afectan a los niveles 
de pJAK1 pero si a pTYK2 [206]. En este trabajo de Tesis se demostró que la proteína 
V de ICV´89 interacciona con JAK1 y TYK2 de la misma forma que la proteína V de 
RPV. Además se observó que las proteínas P, V y W reducen los niveles de pTYK2 y 
sólo la proteína V disminuye los niveles de expresión de pJAK1. Estos datos difieren de 
los resultados obtenidos en un trabajo con la proteína V de una cepa del linaje IV de 
PPRV, que no reduce los niveles de pJAK1 [206]. Este hecho puede indicar que existen 
diferencias entre linajes de la misma especie como ha ocurrido con otros virus como 
MeV, observándose que en una infección con una cepa virulenta de MeV (AK) se 
reducen los niveles de pJAK1 en células tratadas con IFN, pero no se alteran los niveles 
de pTYK2 [40], mientras que la proteína V de una cepa diferente de MeV (G954) inhibe 
la expresión de pTYK2 por interacción con JAK1 [45]. 
El genoma viral de PPRV codifica seis proteínas estructurales y tres proteínas no 
estructurales [82]. Las dos proteínas no estructurales V y W se codifican por un 
fenómeno de co-transcripción utilizado por muchos paramixovirus. Este mecanismo 
consiste en la inserción de nucleótido/s en un sitio específico de edición, 5'-
TTAAAAGGGCACAG-3', localizado entre las posiciones 685-694 del gen P, 
ampliamente descrito en múltiples estudios [113, 226, 227]. El porcentaje de 
transcripción de las proteínas P, V y W a partir del gen P de los paramixovirus varía 
mucho entre géneros. Para el caso de NiV es del 33%, 36% y 31% para las proteínas 
P, V y W, respectivamente y, sin embargo para MeV es del 60%, 35% y 5% para las 
proteínas P, V y W, respectivamente [228]. La obtención de secuencias del gen P con 
+2G inserciones en el sitio de edición es muy complicado en morbillivirus ya que la 
expresión de la proteína W es muy baja en una infección. En nuestro caso, sólo pudimos 
conseguir amplificar el gen de la proteína W de ICV´89 a partir de una infección celular, 
por el contrario la W de Nigeria/75 se obtuvo por mutagénesis. En algunos trabajos con 
RPV y MeV no se pudieron obtener secuencias del gen P con +2G inserciones en el 
sitio de edición [113, 229, 230]. 
Se realizó un estudio de la secuencia de aminoácidos de la proteína W de tres cepas 




II e India/94 perteneciente al linaje IV, y se compararon entre ellas y con la secuencia 
de aminoácidos de la proteína W de RPV y MeV. El análisis de las secuencias reveló 
que la proteína W de PPRV presenta una cola C-terminal más larga (18-22 aminoácidos) 
que MeV (5-10 aminoácidos) o RPV (3 aminoácidos) y además entre cepas de 
diferentes linajes de PPRV también se mostraron diferencias en el tamaño de la cola C-
terminal (Figura 1.16), siendo de 22 aminoácidos para ICV´89 y de 18 aminoácidos para 
Nigeria/75 e India/94. Proponemos que las diferencias de tamaño en el extremo C-
terminal pueden dar a la proteína W funciones diferentes entre especies del mismo 
género e incluso entre cepas de diferentes linajes. 
De la proteína W de paramixovirus, se conoce muy poco, siendo actualmente más 
estudiada por grupos de investigación centrados en otros virus como  NiV [114, 115] y 
RPV [120, 206]. Aquí mostramos por primera vez la secuencia y clonaje de la proteína 
W de los aislados virulento ICV’89 e India/94 (clonada por mutagénesis a partir de una 
construcción del gen de la proteína V de India/94)  y de la cepa vacunal Nigeria/75. A 
pesar de haberse demostrado que la proteína W del NiV tiene efecto sobre la respuesta 
inmune y que se codifica de la misma manera que la W de los morbillivirus, no se ha 





Figura 1.16. Alineamiento de una parte de las secuencias de aminoácidos de las proteínas P, V y W de 3 cepas de PPRV. Alineamiento de las 
secuencias de aminoácidos de las proteínas P (verde), V (azul) y W (rojo) de las cepas ICV´89 (amarillo oscuro), India/94 (marrón) y Nigeria/75 (verde). En gris 
aparece el dominio de unión a STAT1, en amarillo se recoge el sitio de edición (IKKG) y se marcan los residuos W (marrón claro) y el anillo de zinc (residuos 




En esta Tesis Doctoral se describe por primera vez el mecanismo de interferencia de 
la proteína W de PPRV con la señalización del IFN tipo I y II, mediante su interacción 
con STAT1 y reduciendo los niveles de pTYK2. Al ser una proteína poco estudiada, no 
encontramos publicaciones donde evaluaran la función de esta proteína sobre esta ruta 
de señalización. Se han realizado estudios con el dominio N-terminal común entre las 
proteínas P, V y W (primeros 231 aa) de RPV postulando un mecanismo por el que la 
proteína W actuaría como antagonista del IFN [120, 206], a través de su interacción con 
STAT1. Este mecanismo posiblemente sea similar para las proteínas P, V y W de PPRV. 
Sin embargo, puesto que la proteína W está compuesta por una región C-terminal única 
de 22 aa más, en el caso de ICV’89, es necesario realizar estudios más específicos para 
esclarecer su mecanismo de antagonismo con la respuesta del IFN en el caso de PPRV. 
Este trabajo ha contribuido a establecer uno de los posibles mecanismos a través de 
las cuales PPRV afecta a la ruta de inducción y respuesta del IFN tipo I y II. Además, ha 
permitido comparar el efecto de dos cepas de PPRV una vacunal y una virulenta y 
determinar las proteínas involucradas en cada mecanismo de evasión del sistema del 
IFN. Se comprobó que el efecto de evasión de ambas cepas era el mismo, apoyando 
los datos de que muchas cepas vacunales de morbillivirus inducen una inmunosupresión 
transitoria en el hospedador, ya que tanto la cepa virulenta como la vacunal tienen un 
efecto inhibitorio del sistema del IFN. Se pudo confirmar que las proteínas C y V son las 
responsables de la inhibición de la inducción del IFN y que las proteínas P, V y W lo son  
de la inhibición de la respuesta del IFN tipo I y II.  
En este trabajo se ha esclarecido el mecanismo de actuación de la proteína V de 
PPRV, ya que mediante su interacción con los factores STAT1 y STAT2 y sin alterar sus 
niveles de expresión, puede bloquearlos evitando su traslocación al núcleo, inhibiendo 
la activación de los promotores ISRE o GAS. También se demostró que interaccionaba 
con las quinasas JAK1 y TYK2, reduciendo sus formas fosforiladas. Así, la proteína V 
interactúa con varios factores y bloquea la ruta en pasos muy tempranos y también 
tardíos de la señalización. La proteína P y W también interactúan con STAT1 y reducen 
los niveles de pTYK2. Estos datos pueden sugerir la formación de un complejo de varias 
proteínas virales interaccionando con varios factores involucrados en la respuesta del 
IFN a nivel del receptor, provocando un bloqueo efectivo en dicha ruta. Esta hipótesis 
podría asemejarse con el mecanismo propuesto en otro trabajo, en el que se propone 
que las proteínas C y V de MeV se pueden asociar al receptor IFNAR1 y RACK1 
(proteína de unión de la subunidad IFNAR2 del receptor del IFN con STAT1), formando 
un complejo de varias proteínas virales con factores de la ruta de la respuesta al IFN, 
bloqueando dicha ruta [40]
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 Capítulo 2 
BTV es un fuerte inductor del IFN tipo I pero a pesar de ello, se ha demostrado que 
es capaz de inhibir la inducción del IFN debido a la interferencia de la proteína NS3 con 
la ruta de inducción del IFN [170]. También se ha demostrado una implicación de la 
proteína NS4 de BTV sobre la ruta de inducción, aunque no se conoce el mecanismo 
[173]. En esta tesis Doctoral se describe que el serotipo 8 de BTV (BTV-8) inhibe la 
inducción del IFN tipo I y que las proteínas responsables de este efecto son NS3 y NS4. 
El efecto de la infección por BTV en la ruta de señalización del IFN tipo I y II no está 
totalmente caracterizado. Tan solo se conoce que BTV interfiere en la señalización del 
IFN tipo I mediante el bloqueo de pSTAT1 [181]. En esta Tesis Doctoral se describe que 
BTV no solo inhibe la inducción de IFN y la señalización del IFN tipo I, sino que además 
inhibe la señalización del IFN tipo II. Asimismo se demuestra que BTV reduce los niveles 
de expresión de pSTAT1 y degrada STAT2, mostrando que la proteína NS3 es la 
responsable. NS3 se une a STAT2 y lo degrada a través del lisosoma por el sistema de 
ubiquitinación, proponiendo un nuevo mecanismo de modulación del sistema del IFN 
por un virus.  
 
2.1. BTV interfiere con la inducción del IFN y la respuesta al IFN tipo I y 
II 
Para determinar si la infección por BTV interfiere con la ruta de inducción y de 
señalización del IFN tipo I y II se utilizó un ensayo de expresión génica de la luciferasa 
bajo distintos promotores. 
Para el estudio del efecto en la inducción del IFN tipo I se utilizó el plásmido de 
expresión de luciferasa bajo el promotor del IFN-β (pIFN-β). Se utilizaron células Vero 
debido a que no producen IFN-β y así evitar la interferencia con el IFN inducido por la 
célula ante una infección de BTV. Así, se co-transfectaron células Vero con los 
plásmidos pIFN- β y pNull, un plásmido de control endógeno que expresa la luciferasa 
renilla. A las 24 hpt las células se infectaron con BTV-8 a una MOI de 1 PFU/célula, y 
se estimularon con SeV. La luminiscencia se midió a distintos tiempos pi. La actividad 
luciferasa se redujo significativamente a partir de las 16 hpi, lo que sugiere que BTV 
interfiere con la inducción del IFN tipo I (Figura 2.1A).  
La ruta de señalización del IFN tipo I desencadena la activación del promotor ISRE, 
induciendo la transcripción de ISGs que confieren un estado antiviral en la célula [233]. 
Para determinar si la infección por BTV interfiere con la ruta de señalización del IFN tipo 
I, células HEK-293T se co-transfectaron con los plásmidos pISRE-luc y pNull. A las 24 
hpt  las células se infectaron con BTV-8 y a continuación se estimularon con IFN tipo I. 
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La luminiscencia se midió a distintos tiempos pi. Los resultados mostraron que la 
actividad luciferasa se inhibió significativamente a partir de las 16 hpi, lo que indica que 
la replicación de BTV interfiere en la señalización del IFN tipo I (Figura 2.1B). 
Utilizando el mismo ensayo de expresión génica de la luciferasa se estudió el efecto 
de la infección por BTV en la ruta de señalización del IFN tipo II. Para ello, se utilizó un 
plásmido que expresa luciferasa bajo el promotor GAS (pGAS-luc). En estos ensayos 
células Vero se co-transfectaron con los plásmidos pGAS y pNull y a las 24 hpt se 
infectoran con BTV-8. A continuación se estimularon con IFN-γ se midió la luminiscencia 
a diferentes tiempos pi. Se observó una disminución de la actividad de la luciferasa a 
las 16 hpi (Fgura 2.1.C). 
Como control endógeno de la actividad transcripcional en células HEK-293T y Vero 
infectadas con BTV se realizó un ensayo “reporter” de expresión génica de la luciferasa 
renilla bajo el promotor del CMV. En ninguno de las dos líneas celulares la actividad 
relativa de la renilla se vio afectada significativamente por la replicación de BTV-8 a las 
16 hpi, aunque a partir de las 24 hpi se empezó a observar una inhibición significativa 
debido al inicio del efecto citopático producido por BTV (Figura 2.1D y E/Gráfica azul 
claro). A pesar de ello, la inhibición de la actividad luciferasa de los promotores 
ISRE/GAS/IFN-β es mayor que la inhibición de la actividad renilla, demostrando que el 
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Figura 2.1 Efecto de BTV en la inducción de la expresión de luciferasa a partir de los 
promotores de respuesta al IFN tipo I y II y el promotor  de inducción del IFN-β. Se co-
transfectaron células Vero (A y C) o células HEK-293T (B) con los plásmidos pNull, el plásmido 
vacío (Control) e ISRE (A), GAS (B) o el plásmido de inducción de IFN-β (C) de la manera descrita 
en Materiales y Métodos. A las 24 hpt, las células se infectaron con BTV-8 a una MOI de 1 
PFU/célula. Las células se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U (A), 5 ng/ml de IFN-γ (B) o con 
SeV (dilución 1/100) (C), respectivamente. Después de 4/6, 16 y 24 hpi las células se lisaron y 
se midieron las actividades de la luciferasa y renilla. El ratio de estas dos actividades se tomó 
como actividad relativa de la luciferasa. Se representa la expresión de luciferesa obtenida del 
ratio entre las células estimuladas y no estimuladas con IFN o con SeV y normalizadas con los 
valores de la renilla, expresada en porcentaje, tomando el resultado de control no infectado como 
el 100% de estimulación. Se co-transfectaron células HEK-293T (D) o células Vero (E) con 100 
ng de ADN del plásmido pGL3-luc y 300 ng de ADN del plásmido pCMV-luc. A las 24 hpt, las 
células se infectaron con BTV-8 a una MOI de 1 PFU/célula. Después de 4/6, 16 y 24 hpi las 
células se lisaron y se midieron las actividades de la luciferasa y renilla. El ratio de estas dos 
actividades se tomó como actividad relativa de la luciferasa. Los datos se sometieron al test 
estadístico de varianza Anova de dos vías, con una corrección mediante el test de Bonferroni, 
con un intervalo de confianza de P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P< 0.001 (***). Las barras de error 
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2.2. BTV inhibe la expresión de ISGs inducidos por el tratamiento con 
IFN 
Dado que habíamos demostrado que la replicación de BTV interfería con las rutas de 
señalización del IFN tipo I y II, estudiamos el efecto de la replicación de BTV en la 
expresión de ISGs en células de mamífero. Para estos ensayos se utilizaron células 
Vero, ya que no inducen IFN pero si responden a la estimulación con IFN tipo I y II. Las 
células se infectaron con BTV (MOI de 1 PFU/célula) y a las 8 hpi se estimularon con 
IFN durante 8 h más. A las 16 hpi se determinaron los niveles de expresión de los genes 
MxA, ISG15 y OAS en respuesta al IFN tipo I, mediante qRT-PCR (Figura 2.2A). Los 
niveles de expresión de MxA fueron 45 veces, los de ISG15 18 veces y los de OAS 17 
veces más bajos en células infectadas con BTV que en células sin infectar y estimuladas 
con IFN tipo I. De forma similar, se estudiaron los niveles de expresión de IRFI e IP10, 
como genes representativos inducidos por IFN tipo II (Figura 2.2B). La expresión de IRFI 
e IP10 en células infectadas con BTV fue de 8 y 7 veces más baja que la expresión de 
células sin infectar y estimuladas con IFN tipo II, respectivamente. Estos datos confirman 
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Figura 2.2. Niveles de expresión de ARNm de ISGs en células de mamífero infectadas con 
BTV. (A y B) Se infectaron células Vero con BTV-8 a una MOI de 1 PFU/célula. Tras 8 hpi se 
estimularon con 1000 U/ml de IFN-U (Amarillo) o con 5 ng/ml de IFN-γ (Naranja) durante 8 h. A 
las 16 hpi las células se lisaron para extraer el ARN y analizar la transcripción de genes 
relacionados con la señalización del IFN tipo I y  II, mediante qRT-PCR. Los valores obtenidos 
se normalizaron con los del gen endógeno de la subunidad 18 del ribosoma. Los datos 
representan la media ± la DS de cada experimento por triplicado, representativo de dos 
experimentos independientes. Los datos se sometieron al test estadístico de varianza Anova de 
dos vías, con una corrección mediante el test de Bonferroni, con un intervalo de confianza de 
P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P< 0.001 (***).  
 
 
2.3. Efecto de BTV en los niveles de expresión STAT1 y STAT2 y sus 
formas fosforiladas 
Los resultados obtenidos en los ensayos anteriores demostraban la inhibición de las 
rutas de señalización del IFN tipo I y II en células infectadas con BTV, por lo que se 
estudió el efecto del virus en los niveles de expresión de los factores de transcripción 
STAT1 y STAT2 total y sus fosforilados, ya que la fosforilación de STAT1 y STAT2 
permite la formación de homodimeros STAT1-STAT1 en el caso del IFN tipo II y 
heterodímeros STAT1-STAT2 para IFN tipo I, lo que conduce a la activación de los 
promotores ISRE y GAS, respectivamente [10, 231]. Para ello, se infectaron células Vero 
con BTV a diferentes MOI (1, 5, 10 PFU/célula), se estimularon con IFN y los lisados 
celulares obtenidos se analizaron mediante Western blot (Figura 2.3A). Los niveles de 
STAT1 en células infectadas con BTV permanecieron constantes, sin embargo los 
niveles de STAT2, disminuyeron. Se observó el mismo efecto en una línea celular ovina 
(SSC) (Figura 2.3B), indicando que la degradación de STAT2 inducida por BTV se 
produce en células del propio hospedador. 
Además, los niveles de pSTAT1 y pSTAT2 desaparecieron totalmente en células 
Vero infectadas con BTV  a cualquier MOI (Figura 2.3A). En las células SSC de oveja 
no se pudo comprobar ese efecto debido a que los anticuerpos comerciales empleados 
no funcionaron en células de oveja. Dado que solo disponemos en el laboratorio de un 
anticuerpo comercial que reconoce un epítopo conformacional en VP7, por lo cual no 
funcionó en Western blot, los niveles de infección con BTV en estos experimentos se 
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Figura 2.3. BTV reduce los niveles de expresión de pSTAT1 y pSTAT2 y degrada STAT2. 
A) Inmunoblot (IB) de células Vero no infectadas (Mock) o infectadas con BTV-8 a la MOI 
indicada, durante 16 h. Después de 16 hpi las células se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U 
durante 30 min, y después se lisaron. Los lisados se analizaron mediante Western blot con los 
anticuerpos contra pSTAT1, STAT1, pSTAT2, STAT2 y GADPH, respectivamente. Como control 
de carga se utilizó la proteína GADPH. (B) IB de células SSC, siguiendo la misma técnica que el 
apartado (A). Los lisados se analizaron por Western blot utilizando los anticuerpos contra STAT1, 
STAT2 y GADPH, respectivamente. Como control de carga se utilizó la proteína GADPH. (C) Se 
infectaron células Vero con BTV-8 a diferentes MOI (1, 5 y 10 PFU/célula). A las 16 hpi las células 
se fijaron, permeabilizaron y tiñeron con un anticuerpo contra la proteína VP7 de BTV para 
analizar las muestras mediante la técnica de citometría de flujo. 
 
Para confirmar los datos obtenidos mediante Western blot se determinaron los 
niveles de STAT2 total y pSTAT1 mediante citometría de flujo (Figura 2.4A y B). La 
degradación de STAT2 se confirmó en células infectadas con BTV mediante esta 
técnica, ya que se detectó una disminución significativa de más de un 50% en la 
intensidad de fluorescencia media (MFI) de STAT2 después de la infección con BTV 
(Figura 2.4A). Del mismo modo, los análisis de citometría de flujo confirmaron una 
reducción significativa de más de un 70 % en la MFI de pSTAT1 en células infectadas 
con BTV en MOI de 5 y 10 PFU/célula (Figura 2.4B). Asimismo, se determinaron los 
niveles de STAT2 mediante microscopia de fluorescencia, observándose que STAT2 se 
expresaba en células sin infectar y estimuladas con IFN, pero no se detectaba en células 
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infectadas con BTV a diferentes MOI (Figura 2.4C). La expresión de pSTAT1 no se pudo 
detectar en células infectadas con BTV, mientras que células sin infectar mostraron su 
expresión y su traslocación al núcleo después del tratamiento con IFN (Figura 2.4D). 
Todos estos datos indican que BTV degrada STAT2 y reduce los niveles de pSTAT1 y 
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Figura 2.4. BTV degrada STAT2 y bloquea la translocación al núcleo de pSTAT1.  Células 
Vero fueron infectadas con BTV-8 a diferentes MOI (1, 5 y 10 UFP/célula). A las 16 hpi las células 
fueron tratadas con 1000 U/ml de IFN-U durante 30 min.  Para citometría de flujo (A y B) las 
células se fijaron, permeabilizaron y tiñeron con anticuerpos contra STAT2 total, pSTAT1. Los 
datos de citometría de flujo representan la media ± la DS de tres experimentos independientes 
(A y B). Se analizó por la prueba estadística de análisis de varianza ANOVA de dos vías y post-
test de Bonferroni, con intervalos de confianza de P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P< 0.001 (***). Para 
la inmunofluorescencia (C y D) las células se fijaron, permeabilizaron y tiñeron con anticuerpos 
contra STAT2 total, pSTAT1, la proteína VP7 de BTV (descrito en Materiales y Métodos) y el 
ADN nuclear se tiñó con DAPI (azul). Las imágenes fueron tomadas por microscopía confocal. 
(Barra de escala = 30 μm).  
 
2.4. Obtención y caracterización de las proteínas VP6, VP7, NS1, NS2, 
NS3 y NS4 de BTV 
Con el objetivo de determinar qué proteína de BTV era responsable de la  inhibición 
de la ruta de señalización del IFN tipo I y II por BTV, se clonaron amplificando mediante 
RT-PCR los genes que codifican las proteínas VP6, VP7, NS1, NS2, NS3 y NS4 de 
BTV-8. A partir de ARN extraído de células infectadas con BTV-8 se generaron un total 
de 6 construcciones, en un vector de expresión de células de mamíferos (pIRES-OFP). 
Se analizó la expresión y localización celular de las proteínas de BTV mediante la 
detección del epítopo FLAG expresado en su extremo carboxilo. Para determinar la 
expresión de las proteínas se realizó un Western blot de las proteínas extraídas de 
células transfectadas con los distintos plásmidos de expresión construidos, 
comprobando que la migración de las proteínas corresponde con los pesos moleculares 
descritos y atribuidos a cada proteína (VP6: 35 kDa, VP7: 38 kDa, NS1: 61 kDa, NS2: 
39 kDa, NS3: 25 kDa y NS4: 12 kDa) (Figura 2.5A). Los análisis de inmunofluorescencia 
mostraron la localización celular esperada para cada proteína: VP7 y VP6 se expresaron 
en el citoplasma [232]; NS4 se localizó tanto en el citoplasma como en el núcleo, y se 
acumuló en los nucléolos [233]; NS2 se localizó en el citoplasma, donde forma cuerpos 
de inclusión [234]; NS1 se localizó en los túbulos citoplasmáticos [155] y NS3 se localizó 
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Figura 2.5. Expresión y localización celular de las proteínas VP6, VP7, NS1, NS2, NS3 y 
NS4 de BTV-8. Se transfectaron células HEK-293T con los plásmidos que expresan las proteínas 
VP6, VP7, NS1, NS2, NS3 y NS4 de BTV-8. (A) Se detectó la expresión de las proteínas por 
Western blot utilizando un anticuerpo contra el epítopo FLAG. Como control de carga se utilizó 
la proteína GADPH. (B) Se detectó la expresión de las proteínas mediante inmunofluorescencia 
de células Vero transfectadas con los plásmidos que expresan las proteínas de BTV, fijadas, 
permeabilizadas e incubadas con un anticuerpo contra el epítopo FLAG (verde). Los núcleos se 
marcaron con DAPI (azul), y se muestra la expresión de la OFP en rojo y, la expresión de las 
proteínas en verde. Las imágenes se observaron mediante microscopía confocal. (Barra de 
escala = 10 μm). 
 
2.5. Las proteínas NS3 y NS4 de BTV bloquean la inducción del IFN y la 
señalización del IFN tipo I y II 
Se realizó un ensayo luciferasa similar al del Apartado 2.1., con el objetivo de 
identificar las proteínas de BTV implicadas en la inhibición de la actividad de los 
promotores de inducción del IFN-β estimulando con SeV, del  promotor ISRE mediante 
tratamiento con IFN tipo I y/o del promotor GAS estimulando con IFN-γ.  
Se examinó el potencial de las proteínas de BTV para modular la activación del 
promotor de inducción del IFN tipo I inducido por la infección con SeV como estímulo en 
células co-transfectadas con pIFN-β-Luc y pNull (Figura 2.6A). La actividad del promotor 
de inducción del IFN-β se redujo en células que expresan NS3 o NS4, pero no en el 
control o células que expresan VP6, VP7, NS1 o NS2. 
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Se co-transfectaron células HEK-293T con los plásmidos pISRE-Luc, pNull y el 
plásmido que expresa cada proteína de BTV. A las 24 hpt las células se estimularon 
durante 16 h con IFN tipo I y los lisados celulares se analizaron para determinar la 
actividad luciferasa. Se obtuvo como resultado que las células que expresaban las 
proteínas NS3 o NS4 reducían significativamente la actividad luciferasa en comparación 
con el control (células transfectadas con el plásmido vacío) o con las células que 
expresaban las proteínas VP7, VP6, NS1 o NS2 (Figura 2.6B). Se utilizó el mismo 
ensayo para determinar el efecto de la expresión de las proteínas de BTV sobre la 
activación del promotor GAS después del tratamiento con IFN tipo II. La actividad de la 
luciferasa bajo el control del promotor GAS no se vio afectada por la expresión de VP7, 
VP6, NS2, NS1 o por el plásmido vacío (Figura 2.6C). Sin embargo, las células que 
expresan las proteínas NS3 o NS4 mostraron una actividad luciferasa dirigida por GAS 
significativamente reducida. Los niveles de expresión de la renilla bajo el promotor del 
CMV se analizaron para excluir la posibilidad de que la reducción en la actividad 
luciferasa inducida por ISRE, GAS o IFN-β fuere causada por una inhibición general de 
la expresión génica de NS3 o NS4 (Figura 2.6). En todos los experimentos la expresión 
de las proteínas de BTV no alteraron la actividad de la renilla, lo que confirma que NS3 
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Figura 2.6. Las proteínas NS3  y NS4 de BTV inhiben las rutas de señalización del IFN tipo 
I y II y la ruta de inducción del IFN a través de los promotores ISRE, GAS y el promotor de 
inducción del IFN-β, respectivamente. (A y C) Células Vero o células HEK-293T (B) fueron co-
transfectadas con los plásmidos pNull e pIFN-β (A), ISRE (B), GAS (C) y con 300 ng de ADN de 
los plásmidos que expresan las proteínas VP7 (marrón), VP6 (azul), NS1 (amarillo), NS2 (rojo), 
NS3 (morado) y NS4 (verde) de BTV-8, o el plásmido vacío (negro) usado como control, tal y 
como está descrito en Materiales y Métodos. A las 24 hpt se estimularon con 1000 U/ml de IFN-
U (A), con 5 ng/ml de IFN-γ (B) o con SeV (dilución 1/100). A las 16 hpe, las células se lisaron 
para medir la luminiscencia de la luciferasa y la renilla. El ratio de estas dos actividades se tomó 
como la actividad relativa de la luciferasa. Los resultados se expresan en porcentaje del ratio 
entre las estimuladas y no estimuladas con SeV, considerando el resultado del control el 100% 
de estimulación. Se co-transfectaron células HEK-293T (D) o células Vero (E) con 100 ng de 
ADN del plásmido pGL3-luc, 300 ng de ADN del plásmido pCMV-luc y 300 ng de ADN de los 
plásmidos que expresan las proteínas de BTV. A las 24 hpt, las células se lisaron y se midieron 
las actividades de la luciferasa y renilla. El ratio de estas dos actividades se tomó como actividad 
relativa de la luciferasa. Los datos se sometieron al test estadístico de varianza Anova de dos 
vías, con una corrección mediante el test de Bonferroni, con un intervalo de confianza de P<0.05 
(*), P<0.01 (**) y P< 0.001 (***). Las barras de error muestran la desviación estándar (DS) de 
cada resultado.  
 
Además, la expresión en cantidades crecientes de las proteínas NS3 y NS4 mostró 
que ambas proteínas inhiben la actividad del promotor de inducción del IFN-β y de los 
promotores ISRE, GAS de una manera dependiente de la dosis (Figura 2.7). Todos 
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estos datos indican que las proteínas NS3 y NS4 contribuyen al antagonismo viral de la 
producción del IFN tipo I y de la señalización del IFN tipo I y II.  
 
 
Figura 2.7. Las proteínas NS3  y NS4 de BTV inhiben las rutas de señalización del IFN tipo 
I y II y la ruta de inducción del IFN a través de los promotores ISRE, GAS y el promotor de 
inducción del IFN-β, respectivamente, de manera dependiente de dosis. (A y C) Células  
Vero o células HEK-293T (B) se co-transfectadas con los plásmidos pNull, pIFN-β (A), ISRE (B), 
GAS (C), pIFN-β (A) y con 600, 300 y 50 ng de ADN de los plásmidos que expresan las proteínas 
NS3 (morado) y NS4 (verde) de BTV-8, o el plásmido vacío (negro) utilizado como control, tal y 
como está descrito en Materiales y Métodos. A las 24 hpt se estimularon con 1000 U/ml de IFN-
U (A), con 5 ng/ml de IFN-γ (B) o con SeV (dilución 1/100). A las 16 hpe, las células se lisaron 
para medir la luminiscencia de la luciferasa y la renilla. El ratio de estas dos actividades se tomó 
como actividad relativa de la luciferasa. Los resultados se expresan en porcentaje del ratio entre 
las células estimuladas y no estimuladas con SeV, considerando el resultado del control el 100% 
de estimulación. Los datos se sometieron al test estadístico de varianza Anova de dos vías, con 
una corrección mediante el test de Bonferroni, con un intervalo de confianza de P<0.05 (*), 
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2.6. La proteína NS3 de BTV degrada STAT2 y reduce los niveles de 
expresión de pSTAT1  
Para investigar el mecanismo por el cual las proteínas NS3 y NS4 de BTV interfieren 
con la ruta de señalización del IFN tipo I y II se monitorizaron los niveles de expresión 
de STAT1/2 totales y sus formas fosforiladas en células HEK-293T, antes y después de 
ser estimuladas con IFN tipo I. Para la realización de este ensayo se utilizaron como 
controles positivos los plásmidos que expresan la proteína NS5 de DenV que degrada 
STAT2 [55], la proteína NS5 de WNV que inhibe la fosforilación de STAT1 [190] y la 
proteína V de NiV que se une a STAT1 y STAT2 evitando la traslocación al núcleo [114, 
191, 192]. Como control negativo se utilizó el plásmido vacío (pIRES-cOFP). Los niveles 
de STAT1 totales se mostraron constantes en células HEK-293T transfectadas con los 
plásmidos que expresan las proteínas de BTV. En cambio los niveles de STAT2 totales 
se reducen en presencia de la proteína NS3 de BTV (Figura 2.8A), del mismo modo que 
con la proteína NS5 de DenV utilizada como control positivo, sugiriendo que NS3 podría 
desempeñar un papel en la degradación de STAT2. Esta reducción en los niveles de 
STAT2 es dependiente de la dosis de expresión de la proteína NS3 de BTV (Figura 
2.9A), de forma similar a la proteína NS5 de DenV. Los niveles de pSTAT2 son reducidos 
en los controles positivos (DenV/NS5, WNV/NS5 y NiV/V) y en células transfectadas con 
el plásmido que expresa la proteína NS3 de BTV (Figura 2.8A). Para determinar si la 
reducción de los niveles de STAT2 inducida por NS3 también se produce en células del 
hospedador natural, se llevó a cabo un ensayo en células ovinas SSC transfectadas con 
el plásmido que expresa la proteína NS3 de BTV (Figura 2.9B). La expresión de NS3 
también reduce los niveles de STAT2 en células ovinas, indicando que NS3 induce la 
degradación de STAT2 en el hospedador natural.  
Los niveles de pSTAT1 disminuyen en los controles positivos y cuando se expresaba 
la proteína NS3. Para comprobar esta disminución de los niveles de pSTAT1, se 
cuantificaron tres experimentos diferentes normalizando con los niveles de GADPH, 
observándose una disminución estadísticamente significativa de pSTAT1 en presencia 
de la proteína NS3 (Figura 2.8B). Además, se comprobó que la inhibición de los niveles 
de pSTAT1 en presencia de la proteína NS3 de BTV fue más pronunciada en células 
Vero, que son defectuosas en el gen del IFN-β (Figura 2.9C), que en células HEK-293T 








Figura 2.8. La proteína NS3 de BTV reduce levemente los niveles de pSTAT1 y degrada 
STAT2. (A) Inmunoblot de células HEK-293T transfectadas con 500 ng de ADN de los plásmidos 
que expresan las proteínas NS5/WNV (HA), NiV/V (HA), DenV/NS5 (HA) y BTV/NS2/NS3/NS4 
(FLAG) y el plásmido vacío (empty). Las células se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U durante 
30 min. Los lisados se analizaron mediante Western blot empleando los anticuerpos contra 
pSTAT1, STAT1, pSTAT2, STAT2, GADPH, respectivamente. La expresión de las proteínas se 
detectó utilizando anticuerpos contra el epítopo FLAG y HA. Como control de carga se utilizó la 
proteína GADPH. (B) Análisis por densitometría de los niveles de expresión de los IB de pSTAT1, 
STAT1, pSTAT2, STAT2, normalizados con los niveles de expresión de GADPH. Los datos 
representan la media ± la DS de tres experimentos independientes. Los datos se sometieron al 
test estadístico de varianza Anova de dos vías, con una corrección mediante el test de Bonferroni, 
con un intervalo de confianza de P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P< 0.001 (***).  
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Figura 2.9. La proteína NS3 de BTV degrada STAT2 de manera dependiente de dosis y 
reduce los niveles de pSTAT1. (A) IB de células HEK-293T transfectadas con 500 ng y 1 μg de 
ADN de los plásmidos que expresan las proteínas DenV/NS5 (HA), BTV/NS3 (FLAG) y el 
plásmido vacío (empty). Las células se estimularon con 1000 U/ml de IFN-U durante 30 min. Los 
lisados se analizaron mediante Western blot empleando los anticuerpos contra STAT1, STAT2, 
GADPH. La expresión de las proteínas se detectó utilizando anticuerpos contra el epítopo FLAG 
y HA. Como control de carga se utilizó la proteína GADPH. Ánálisis por densitometría de los 
niveles de expresión del IB de STAT2 normalizados con los niveles de expresión de GADPH. 
Los datos representan la media ± la DS de tres experimentos independientes. Los datos se 
sometieron al test estadístico de varianza Anova de dos vías, con una corrección mediante el 
test de Bonferroni, con un intervalo de confianza de P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P< 0.001 (***). (B) 
IB de células SSC o (C) células Vero transfectadas con el plásmido que expresa la proteína NS3 
de BTV, sorteadas mediante citometría de flujo, e incubadas con anticuerpos contra STAT1, 
STAT2, pSTAT1 (C), pSTAT2 (C), FLAG y GADPH, respectivamente. 
 
Para confirmar la degradación de STAT2 y la inhibición de la fosforilación de STAT1 
por la proteína NS3 de BTV, se realizó un ensayo de inmunofluorescencia en células 
Vero. Como control positivo para la degradación de STAT2 se utilizó el plásmido que 
expresa la proteína NS5 de DenV. En células transfectadas con el plásmido que expresa 
NS3 de BTV no se detectaba la expresión de STAT2, del mismo modo que en presencia 
de la proteína NS5 de DenV (Figura 2.10A). Células Vero transfectadas con el plásmido 
que expresaba la proteína NS3 de BTV mostraban una inhibición de los niveles de 
pSTAT1 y de su posterior translocación al núcleo, del mismo modo que las células que 
expresaban la proteína V de NiV, utilizadas como control positivo (Figura 2.10B). 
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Figura 2.10. La proteína NS3 de BTV degrada STAT2 y bloquea la traslocación al núcleo 
de STAT1. Inmunofluorescencia de células Vero transfectadas con los plásmidos que expresan 
las proteínas NiV/V (HA), DenV/NS5 (HA) y BTV/NS3 (FLAG). A las 24 hpt las células se 
estimularon con 1000 U/ml de IFN-U durante 30 min y se fijaron, permeabilizaron y tiñeron con 
anticuerpos contra STAT2 total (rojo) (A), pSTAT1 (rojo) (B) y contra los epítopos HA/FLAG 
(verde). El ADN nuclear se tiñó con DAPI (azul). Las preparaciones se observaron mediante  
microscopía confocal. (Barra de escala = 20 μm). 
 
2.7. La proteína NS3 de BTV interacciona con STAT2 
En base a los datos obtenidos, en los que la proteína NS3 de BTV degrada STAT2 e 
inhibe la fosforilación de STAT1, se estudió la interacción de la proteína NS3 de BTV 
con los factores de transcripción STAT1 y STAT2. Para ello se llevó a cabo un ensayo 
de inmunoprecipitación, utilizando como controles positivos la proteína NiV/V que se 
une a STAT1 y STAT2 [114] y la proteína DenV/NS5 que se une a STAT2 [55], junto 
con las proteínas NS2/NS3/NS4 de BTV. Se incluyó un control negativo con el plásmido 
vacío (X). Los resultados mostraron que la proteína NS3 de BTV se une a STAT2 pero 
no a STAT1, independientemente del tratamiento con IFN tipo I (Figura 2.11). No se 
observó ninguna interacción de las demás proteínas de BTV analizadas con STAT1 o 
STAT2. Estos datos, junto con los obtenidos en los ensayos de inmunofluorescencia y 
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Figura 2.11. La proteína NS3 de BTV se une a STAT2. Inmunoprecipitación de células HEK-
293T transfectadas con 2μg de ADN de los plásmidos que expresan las proteínas NiV/V (HA), 
DenV/NS5 (HA), BTV/NS2/NS3/NS4 (FLAG) o el plásmido vacío (X). A las 48 hpt se recogieron 
los lisados celulares y se separaron en alícuotas para estudiar el extracto celular total (WCE) y 
el resto se incubó toda la noche a 4ºC en agitación orbital, con la resina de afinidad anti-HA o 
anti-FLAG dependiendo del tag que presenta la proteína a inmunoprecipitar (descrito en 
Materiales y Métodos). Las muestras correspondientes al WCE y las muestras 
inmunoprecipitadas se analizaron, mediante un gel de electroforesis SDS-PAGE seguido por 
transferencia a membranas de nitrocelulosas incubadas con anticuerpos contra STAT1, STAT2, 
HA, FLAG y GADPH, respectivamente. 
 
2.8. La proteína NS3 de BTV está ubiquitinada 
Los virus pueden utilizar la proteína Ub del hospedador para marcar diferentes 
factores de la respuesta inmunitaria y dirigir dichos factores ubiquitinados a su 
degradación, como un mecanismo para evadir la respuesta inmune [236]. Además, el 
patrón de expresión de la proteína NS3 de BTV observado mediante Western Blot 
sugiere la posible ubiquitinación de la proteína. Para comprobar si NS3 se unía a Ub, se 
realizó un ensayo de IP. Para ello, células HEK-293T se co-transfectaron con cantidades 
crecientes de los plásmidos que expresan las proteínas NS3 y NS4 de BTV con un tag 
FLAG junto con la misma cantidad de ADN del plásmido que expresa la proteína Ub con 
un tag HA. Los lisados celulares se incubaron con anticuerpos con una resina de 
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afinidad contra el epítopo HA y se revelaron con un anticuerpo contra el epítopo FLAG 
(Figura 2.12A y B). Los datos mostraron que la Ub se une específicamente a la proteína 
NS3 pero no a la proteína NS4 (Figura 2.12A y B). Para confirmar la unión se realizó 
una inmunoprecipitación inversa donde células HEK-293T se co-transfectaron con 
cantidades crecientes de un plásmido que expresa Ub con un tag HA junto con la misma 
cantidad de ADN del plásmido que expresa la proteína NS3 de BTV con un tag FLAG, 




Figura 2.12. La proteína NS3 de BTV está ubiquitinada. (A y B) IP de células HEK-293T co-
transfectadas con cantidades crecientes de ADN de los plásmidos que expresan las proteínas 
NS3 y NS4 de BTV (FLAG) (100ng, 500ng y 1μg) y con 500 ng de ADN del plásmido que expresa 
la proteína Ub (HA). A las 48 hpt se recogieron los lisados celulares y se separaron en alícuotas 
para estudiar el extracto celular total (WCE) y el resto fue incubado toda la noche a 4ºC en 
agitación orbital, con la resina de afinidad  anti-HA (descrito en Materiales y Métodos). (C) IP de 
células HEK-293T co-transfectadas con cantidades crecientes de ADN del plásmido que expresa 
la proteína Ub (HA) (100ng, 500ng y 1μg) y con 500 ng de ADN del plásmido que expresa la 
proteína BTV/NS3 (FLAG). A las 48 hpt se recogieron los lisados celulares y se separaron en 
alícuotas para estudiar el extracto celular total (WCE) y el resto fue incubado toda la noche a 4ºC 
en agitación orbital, con la resina de afinidad  anti-FLAG (descrito en Materiales y Métodos). Las 
muestras correspondientes al WCE y las muestras inmunoprecipitadas se analizaron, mediante 
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un gel de electroforesis SDS-PAGE seguido por transferencia a membranas de nitrocelulosas 
incubadas con anticuerpos contra  los epítopos HA y FLAG y contra GADPH, respectivamente. 
 
Para apoyar los datos aportados por el ensayo de IP, se realizó un ensayo de 
inmunofluorescencia en células HEK-293T co-transfectadas con los plásmidos HA-Ub y 
FLAG-NS3, observándose una colocalización de las señales de fluorescencia entre las 
expresiones de las proteínas Ub y NS3 (Figura 2.13). Todos estos datos indican que la 
proteína NS3 está ubiquitinada. 
 
 
Figura 2.13. Colocalización de NS3 con Ub por microscopía confocal y super-resolución 
airyscan. Inmunofluorescencia de células Vero co-tranfectadas con 500 ng de ADN de los 
plásmidos que expresan las proteínas HA-Ub (rojo) y FLAG-NS3 (verde). El ADN fue teñido con 
DAPI (azul). (A) Se muestra un plano z para cada canal y los canales combinados (merge) (barra 
de escala = 10 μm). El recuadro  muestra en más detalles un ejemplo de colocalización de la 
señal de NS3 y Ub indicado por las puntas de flechas (barra de escala = 3 μm). (B) Perfil de 
intensidad de fluorescencia de los 3 canales (verde: NS3; rojo Ub; azul: DAPI) en la sección 
indicada en la imagen de canales combinados. Las puntas de flechas en la imagen y las flechas 
 130 
 
 Capítulo 2 
rojas en el perfil de intensidad de fluorescencia indican la coincidencia de señal de NS3 y Ub. (C) 
Usando el programa ImageJ, se determinó el umbral de señal de fluorescencia para NS3 y Ub, 
y se utilizó la función “image calculator” para detectar los pixeles donde ambas señales coinciden. 
Esta coincidencia de señal se ha representado en blanco y negro con el umbral de señal, y como 
un mapa de calor aplicando el filtro LUT 16 colores (rojo alta coincidencia de señal; azul baja 
coincidencia de señal). 
 
2.9. La proteína NS3 de BTV se ubiquitina en las lisina 13 y 15 y recluta 
una E3 ligasa para degradar STAT2 
Un análisis in silico de predicción de posibles sitios de ubiquitinación mostró que la 
proteína NS3 presenta dos supuestos residuos de lisina en las posiciones 13 y 15 
susceptibles a ser ubiquitinados [237]. Para confirmar la ubiquitinación de NS3 e 
identificar su sitio de ubiquitinación, se mutaron los supuestos residuos de lisina de unión 
a Ub mediante una sustitución de un residuo lisina por un residuo arginina, 
produciéndose 3 mutantes: NS3-K13R, NS3-K15R y un doble mutante NS3-K13 /15R 
(Figura 2.14A). Asimismo, la proteína NS3 de BTV presenta un motivo PPRY altamente 
conservado que recluta a la proteína NEDD4, enzima E3 ligasa [169, 238]. Para 
determinar si el dominio de reclutamiento de E3 ligasa participa en la ubiquitinación de 
NS3 se mutó el motivo PPRY a AARH (Figura 2.14A). Se co-transfectaron los mutantes 
de NS3 que expresan el epítopo FLAG junto con el plásmido que expresa HA-Ub y se 
realizó una IP para NS3 usando una resina de afinidad anti-FLAG. La 
inmunotransferencia se reveló con un anticuerpo contra el epítopo HA para detectar la 
Ub. Todos los mutantes, excepto el doble mutante NS3-K13/15R, fueron capaces de 
unirse a la Ub (Figura 2.14B). Estos datos indican que NS3 está ubiquitinada en los 
residuos K13 y K15, y que el motivo PPRY no participa en la ubiquitinación NS3. Para 
apoyar estos datos se realizó una inmunoprecipitación donde células HEK-293T se co-
transfectaron con cantidades crecientes del plásmido que expresa el mutante NS3-
K13/15R con un tag FLAG junto con la misma cantidad de ADN del plásmido que 
expresa la proteína Ub con un tag HA. Los lisados celulares de incubaron con 
anticuerpos con una resina de afinidad contra el epítopo HA y se revelaron con un 
anticuerpo contra el epítopo FLAG. Se observó que el mutante de NS3 perdió la unión 
específica con Ub (Figura 2.14C). 
También se determinó la unión de STAT2 a los mutantes de NS3. Los resultados 
mostraron que tanto los mutantes simples como el doble mutante, o el que tiene mutado 
el dominio PPRY  se unen a STAT2, lo que indica que la unión de STAT2 a NS3 es 
independiente de su estado de ubiquitinación y la presencia del motivo PPRY. Cuando 
los niveles de expresión de STAT2 se evaluaron en el WCE, solo la NS3 wild type (WT) 
pudo reducir los niveles de expresión de STAT2. Estos datos indican que la 
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ubiquitinación en ambas lisinas (13 y 15) de NS3 es necesaria para la degradación de 
STAT2. Además, la recuperación de los niveles de STAT2 en células transfectadas con 
el plásmido que expresa el mutante NS3 PPRY/AARH implica que, además de la 




Figura 2.14. La proteína NS3 de BTV se ubiquitina en los residuos K13 y K15 y necesita 
del dominio PPRY para la degradación de STAT2. (A) Esquema representativo de la estructura 
de la proteína NS3 de BTV donde se marcan los aminoácidos mutados (recuadros en rojo) 
elegidos para la creación de los 4 mutantes de NS3. (B) IP de células HEK-293T co-transfectadas 
con 1μg de ADN de los plásmidos que expresan los mutantes de NS3 (FLAG) (Mutante A: NS3-
K13R, Mutante B: NS3-K15R, Mutante C: NS3-K13/15R y Mutante D: NS3-PPRY/AARH) junto 
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con 1μg de ADN del plásmido que expresa la Ub (HA). A las 48 hpt se recogieron los lisados 
celulares y se separaron en alícuotas para analizar el extracto celular total (WCE) y el resto fue 
incubado toda la noche a 4ºC en agitación orbital, con la resina de afinidad anti-FLAG (descrito 
en Materiales y Métodos). (C) IP de células HEK-293T co-transfectadas con cantidades 
crecientes de ADN con el plásmido que expresa el mutante NS3-K13/15R de BTV (FLAG) 
(100ng, 500ng y 1μg) y con 500 ng de ADN del plásmido que expresa la proteína Ub (HA). A las 
48 hpt se recogieron los lisados celulares y se separaron en alícuotas para estudiar el extracto 
celular total (WCE) y el resto fue incubado toda la noche a 4ºC en agitación orbital, con la resina 
de afinidad anti-HA Las muestras correspondientes al WCE y las muestras inmunoprecipitadas 
se analizaron, mediante un gel de electroforesis SDS-PAGE seguido por transferencia a 
membranas de nitrocelulosas incubadas con anticuerpos contra los epítopos HA, FLAG y STAT2 
y GADPH, respectivamente. 
 
2.10. La proteína NS3 de BTV degrada STAT2 por la vía lisosomal  
En general, las cadenas de poli-Ub, excepto las cadenas K63, dirigen los sustratos 
hacia el proteasoma [239]. En cambio, la formación de cadenas de poli-Ub K63 dirigen 
los sustratos a la vía lisosomal para su degradación [240]. Para estudiar si la 
degradación de STAT2 por la proteína NS3 de BTV se produce por la vía del proteasoma 
o por la vía lisosomal, células HEK-293T fueron transfectadas con el plásmido que 
expresa la proteína NS3 de BTV y tratadas con dos inhibidores del proteasoma: MG132 
y lactacistina o con un inhibidor de la acidificación de los lisosomas, la cloroquina. Los 
niveles de expresión de STAT2 fueron cuantificados por Western Blot, mostrando que 
la inhibición del proteasoma no afectó a la degradación de STAT2 en células que 
expresan NS3. En cambio, en células que expresaban la proteína NS5 de DenV se 
observó una recuperación de los niveles de STAT2 en las células tratadas con los 
inhibidor del proteasoma [55]. Estos datos sugieren que la degradación de STAT2 por 
la proteína NS3 de BTV ocurre por una ruta alternativa a la degradación vía proteasoma 
(Figura 2.15A). En el caso de las células que expresan NS3 y tratadas con diferentes 
concentraciones de cloroquina se observó una recuperación de los niveles de expresión 
de STAT2 de una manera dependiente de dosis (Figura 2.15B), sugiriendo que la vía 
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Figura 2.15. La proteína NS3 de BTV degrada STAT2 por la vía lisosomal. (A) Inmunoblot de 
células HEK-293T transfectadas con el plásmido de expresión de la proteína NS3 de BTV y el 
plásmido de expresión de la proteína NS5 de DenV tratadas con inhibidores del proteasoma 
MG132 (MG) y lactacistina (LC) a una concentración 20 μM. (B) IB de células HEK-293T 
transfectadas con el plásmido de expresión de la proteína NS3 de BTV y tratadas con una 
concentración creciente de un inhibidor de la acidificación lisosomal (cloroquina). Se utilizaron 
controles sin transfectar y sin tratar en cada caso. Los lisados fueron analizados mediante 
Western blot empleando los anticuerpos contra STAT1, STAT2, FLAG y GADPH, 
respectivamente. Como control de carga se utilizó la proteína GADPH.  
 
La Ub tiene siete lisinas (K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63) involucradas en la 
formación de las cadenas de poliubiquitinación [241]. Por ello, se planteó determinar el 
tipo de cadena de poli-Ub de la proteína NS3 necesaria para la degradación de STAT2. 
Células HEK-293T se co-transfectaron con el plásmido de expresión de la proteína NS3 
y con diferentes mutantes de la Ub, en los que los residuos de lisina fueron sustituidos 
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por arginina (Figura 2.16A) y se realizó un ensayo de co-inmunoprecipitación. Los 
resultados mostraron que las cadenas de poli-Ub estaban unidas a K63 ya que la 
expresión del mutante Ub-K63R (D) reduce los niveles de expresión de la 
inmunoprecipitación con NS3 y la expresión del mutante Ub-K63 única (C) se une más 
eficientemente con NS3, en comparación con UB-WT (Figura 2.16B). Los mutantes de 
NS3 con Ub-K63R (D) y Ub-K48 única (B) no degradaron STAT2, por lo que la cadena 
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Figura 2.16. La proteína NS3 de BTV forma cadenas de poli-Ub K63 involucradas en la 
degradación de STAT2. (A) Esquema representativo de la estructura de la proteína Ub y los 
residuos mutados (lisinas-marrón/arginina-rojo) elegidos para la creación de los 9 mutantes de 
Ub. (B) IP de células HEK-293T co-transfectadas con 1μg de ADN de los plásmidos que expresan 
los mutantes de Ub (HA) (A: Ub-WT, B: Ub-K48 única, C: Ub-K63 única, D: Ub-K63R, E: Ub-
K48R, F: Ub-K33R, G: Ub-K29R, H: Ub-K27R, I: Ub-K11R y J: Ub-K6R) junto con 1μg de ADN 
del plásmido que expresa la NS3 (FLAG). A las 48 hpt se recogieron los lisados celulares y se 
separaron en alícuotas para estudiar el extracto celular total (WCE) y el resto fue incubado, toda 
la noche a 4ºC en agitación orbital, con la resina de afinidad anti-FLAG (descrito en Materiales y 
Métodos). Las muestras correspondientes al WCE y las muestras inmunoprecipitadas se 
analizaron, mediante un gel de electroforesis SDS-PAGE seguido por transferencia a 
membranas de nitrocelulosas incubadas con anticuerpos contra los epítopos HA, FLAG y STAT1, 
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“Lo más incomprensible acerca de este mundo es que es comprensible” 




































Los virus han desarrollado múltiples estrategias para contrarrestar la respuesta 
antiviral del hospedador, permitiendo su evasión y replicación en células del 
hospedador. Entre estas estrategias se encuentra la degradación de factores claves 
involucrados en la respuesta al IFN a través del sistema endógeno de ubiquitinación. 
Este sistema marca proteínas mediante el anclaje de cadenas de poli-Ub K48 que 
dirigen el sustrato al proteasoma, para su degradación [55, 56, 242]. En esta Tesis 
Doctoral se demuestra que BTV inhibe la señalización del IFN tipo I y II mediante la 
degradación de STAT2, identificando a la proteína NS3 como antagonista del IFN 
mediante la interacción con STAT2 que conduce a su degradación. Además, se 
determina que la proteína NS3 está poliubiquitinada por cadenas de poli-Ub K63 que 
dirigen a STAT2 a su degradación a través de la vía lisosomal. Recientemente se ha 
demostrado que la proteína NS2B de DenV degrada el sensor citoplasmático cGAS a 
través del lisosoma [243], pero los resultados de esta Tesis describen por primera vez 
un mecanismo de degradación que utiliza el sistema de ubiquitinación para degradar 
una proteína mediante la vía lisosomal. 
Se ha demostrado previamente por otros grupos que BTV es un fuerte inductor del 
IFN [176-178], pero capaz de inhibir la inducción del IFN tipo I en células epiteliales. 
Esta inhibición está mediada por la proteína NS3 que interfiere en la ruta de inducción 
en un paso entre la activación del sensor citoplasmático RIG-I y las quinasas TBKI/IKKε 
[170]. Recientemente se ha demostrado que la proteína NS4 presenta un efecto 
antagónico con la inducción del IFN [173]. En esta Tesis Doctoral se confirma que BTV 
interfiere con la ruta de inducción del IFN mostrado por la inhibición del promotor de 
inducción del IFN-β en un ensayo de luciferasa. Asimismo, se muestra que BTV 
interfiere con la ruta de señalización del IFN tipo I al inhibir la activación del promotor 
ISRE o de la señalización del IFN tipo II al inhibir la activación del promotor GAS.   
La iniciación de la ruta de señalización del IFN tipo I comienza con la unión del IFN tipo 
I a su receptor celular, promoviendo la activación de las quinasas JAK1 y TYK2, y la 
movilización de STAT1 y STAT2 para ser fosforilados por JAK1 y TYK2 [244]. La 
fosforilación de STAT1 y STAT2 lleva a la formación de un heterodímero pSTAT1-
pSTAT2, que junto con el factor IRF9 forman el complejo de transcripción ISGF3 que 
entra en el núcleo para activar el promotor ISRE [188]. La ruta de señalización del IFN 
tipo II comienza con la unión del IFN- a su receptor celular, activando las quinasas 
JAK1 y JAK2 que inducen la fosforilación de STAT1, formándose un homodímero 
pSTAT1-pSTAT1 que actúa como factor transcripcional del promotor GAS [188]. 
Nuestros datos muestran que BTV inhibe la fosforilación de STAT1 y degrada STAT2, 




pSTAT1 y la consiguiente activación de los promotores ISRE y GAS, respectivamente. 
Esta inhibición y degradación ocurre a tiempos tempranos de la infección, antes de que 
el virus induzca el “shut-off” en las células infectadas, por lo que la degradación de 
STAT2 no se debe a la parada en la síntesis de proteínas inducida durante este “shut-
off” viral. La degradación de STAT2 es una estrategia utilizada por muchos virus de 
diferentes familias y géneros, como los flavivirus entre los que se encuentran virus 
transmitidos por insectos como DenV [55] y ZikV [56], dos virus relacionados 
evolutivamente que degradan STAT2 a través de la proteína NS5, pero presentan un 
mecanismo de degradación de STAT2 diferente, a pesar de tener la misma proteína en 
común, indicando la increíble versatilidad de los virus para evadir el sistema del IFN. 
Otros virus como los paramixovirus [245, 246] o el virus respiratorio sincitial [245] 
también degradan STAT2. 
Mediante la expresión in vitro de varias proteínas codificadas por BTV hemos 
demostrado que las proteínas NS4 y NS3 inhiben la activación de los promotores ISRE, 
GAS y el promotor de inducción del IFN-β. Asimismo se muestra que la proteína NS3 
interacciona con STAT2 induciendo su degradación e inhibiendo la fosforilación de 
STAT1. Por el contrario, no hemos encontrado el mecanismo de actuación de la proteína 
NS4 como antagonista del IFN ya que en nuestros ensayos NS4 no interacciona, ni 
altera los niveles de expresión de los factores de transcripción de STAT1/2 totales ni de 
sus fosforilados. Se ha descrito previamente que la proteína NS4 permite la replicación 
de BTV en células tratadas con IFN [233] y que células infectadas con un virus de BTV 
defectivo en la expresión de NS4 induce una mayor síntesis del IFN que células 
infectadas con BTV wt [173]. De acuerdo a nuestro datos, el mecanismo por el que NS4 
interfiere con la señalización del IFN tipo I no implica a los factores de transcripción 
STAT1 o STAT2, o la translocación nuclear de IRF3 como han descrito Ratinier et al 
[173]. Debido a la localización nucleolar de NS4 [233] es posible que los mecanismos 
por el que la proteína NS4 interfiere con la señalización del IFN tipo I impliquen la 
interacción con otras proteínas nucleares que inhiban la unión del complejo ISGF3 a su 
promotor. Así por ejemplo, la proteína NP1 del bocavirus porcino impide la unión del 
complejo ISGF3 a la región del promotor ISRE o la proteína del core de HCV que 
bloquea el mismo paso [64], utilizando proteínas que alteran la respuesta del IFN a nivel 
nuclear. Se requieren experimentos adicionales para determinar el mecanismo por el 
cual la proteína NS4 inhibe la respuesta al IFN que no se han realizado en esta Tesis 
Doctoral.  
Trabajos de otros grupos han mostrado que la proteína NS3 de BTV interfiere con la 




de RLR [170], pero no se ha estudiado el efecto de NS3 con la ruta de señalización del 
IFN. Nuestros resultados muestran que la proteína NS3 de BTV actúa como un 
antagonista del IFN a través de la degradación de STAT2 e inhibiendo la fosforilación 
de STAT1. NS3 es una proteína transmembrana localizada en la membrana plasmática 
y en membranas intracelulares [247], que presenta un dominio N-terminal intracelular, 
dos dominios transmembranas, separados por un dominio extracelular glicosilado y un 
dominio C-terminal intracelular. En esta Tesis Doctoral se demuestra que NS3 
interacciona con STAT2, pero no se ha estudiado la región de la proteína implicada en  
esta unión. El dominio C-terminal de NS3 presenta un motivo de unión con la proteína 
VP2 de BTV [156] y el dominio N-terminal contiene dos late-domains implicados en el 
reclutamiento de NEDD4 y Tsg101. Los dominios intracelulares deberían ser los 
implicados en la unión con STAT2, ya que este factor se localiza en el citoplasma celular. 
Para determinar los residuos implicados se deberían realizar nuevos ensayos, basados 
en la creación de mutantes de diferentes regiones de los dominios intracelulares de la 
proteína NS3 de BTV. 
 Nuestros datos muestran que  la unión de NS3 con STAT2 es necesaria pero no 
suficiente para reducir los niveles de expresión de STAT2. El mecanismo por el que 
STAT2 se degrada requiere la ubiquitinación de NS3. Así, nosotros demostramos que 
NS3 está ubiquitinada en los residuos lisina de las posiciones 13 y 15, y las unidades 
de Ub se unen mediante enlaces isopeptídicos entre K63, formando cadenas de poli-
Ub. La mutación de los residuos K de las posiciones 13 y 15 por residuos R permitió 
demostrar que los dos residuos de ubiquitinación son necesarios para la degradación 
de STAT2, ya que pudimos comprobar que los mutantes NS3-K13R y NS3-K15R y el 
doble mutante NS3-K13/15R co-expresados con el plásmido de expresión de Ub 
rescataban los niveles de expresión de STAT2. Por otro lado, los 3 mutantes mantenían 
la unión con STAT2, indicando que STAT2 se une a NS3 en una región diferente y que 
los residuos K de las posiciones 13 y 15 no están implicadas en la interacción con 
STAT2. 
NS3 presenta dos “late domains” altamente conservados [248], el motivo PSAP que 
une específicamente a la proteína Tsg101, un componente del complejo ESCRT-1 
(complejo de clasificación endosomal requeridos para la maquinaria de transporte I), 
implicada en la liberación del virión [238] y el motivo PPRY que recluta los dominios WW 
(dominios de interacción proteína-proteína) de la enzima NEDD4, una E3 ubiquitina 
ligasa de tipo HECT, también implicados en la liberación del virión [238, 249]. Nuestros 
datos muestran que cuando el motivo PPRY se muta por AARH se recuperan los niveles 




Asimismo, el mutante NS3-PPRY/AARH también se ubiquitina lo que indica que la 
ubiquitinación de NS3 es independiente del motivo PPRY. Además, también 
comprobamos que el mutante NS3-PPRY/AARH mantenía la interacción con STAT2, 
por lo que la unión de STAT2 con NS3 es independiente del motivo PPRY. Esto 
resultados nos permiten concluir que el motivo PPRY de la proteína NS3 de BTV no 
juega ningún papel en la unión de STAT2 y además no recluta a la E3 ligasa encargada 
de la ubiquitinación de NS3. 
El sistema de ubiquitinación necesita la acción consecutiva de tres enzimas para 
poder actuar, la E1 (de activación), la E2 (de conjugación) y la E3 (de ligación) [250]. La 
Ub se une al sustrato a través de uno de sus residuos lisina mediante un enlace 
isopeptídico formado entre una glicina del extremo C-terminal de la Ub con el grupo ε-
amino del residuo lisina del sustrato [251, 252]. Se forman polímeros de Ub en donde 
participan principalmente las lisinas de las posiciones 48 o 63, aunque se ha descrito 
que las lisinas de las posiciones 6, 11, 27, 29 y 33 también son susceptibles de formar 
enlaces isopeptídicos. Las cadenas de poli-Ub de lisinas 48 o 63 son usadas 
principalmente como una señal de proteólisis en la célula [253, 254] y en respuesta a 
daños al ADN o daño mitocondrial. En esta Tesis Doctoral, mediante la co-transfección 
de NS3 con mutantes de Ub, demostramos que la Ub se une a la NS3 a través de la 
K63, y que esta unión era responsable de la degradación de STAT2. En mamíferos, la 
ubiquitinación basada en cadenas de poli-Ub K63 está involucrada en la reparación del 
ADN, la activación de quinasas e interviene en numerosos pasos del tráfico celular y la 
autofagia [255]. Estas cadenas se unen a proteínas de membrana induciendo su 
endocitosis y direccionándolas a la vía de los cuerpos multivesiculares (MVB) [256]. Se 
ha demostrado que al alterar la vía MVB mediante inhibidores de lípidos que conforman 
las membranas de los MVB, provoca una reducción del título viral de BTV, indicando 
que la vía de MVB es necesaria para la replicación viral y liberación del virión, 
mecanismo en el que la proteína NS3 se encuentra implicada [169, 238]. La proteína 
NS3 interacciona a través del dominio PSAP con Tsg101, componente del complejo 
ESCRT-1 involucrado en la salida del virión y en el direccionamiento de proteínas a los 
MVB [169, 238]. Estos datos indican que probablemente la proteína NS3 de BTV viaja 
en los endosomas y se dirige a los MVB, gracias a la unión de las cadenas de poli-Ub 
K63. En el MVB las proteínas pueden ser dirigidas hacia la degradación que implica la 
formación de vesículas de fusión con lisosomas, o recicladas a la superficie de la célula. 
En este trabajo mostramos que la degradación de STAT2 mediada por NS3 implica a 
los lisosomas ya que los niveles de STAT2 se recuperaban en células tratadas con 




NS3 con cadenas de poli-Ub K63 podría apoyar la hipótesis de degradación de STAT2 
mediante la vía lisosomal, ya que STAT2 solo es degradado con cadenas de poli-Ub 
K63 y estas cadenas marcan proteínas que son dirigidas a los lisosomas para su 
degradación. Los datos que muestran el requerimiento de que ambas K13 y K15 en NS3 
se encuentren ubiquitinadas para que se produzca la degradación de STAT2 apoya la 
hipótesis de un mecanismo de reconocimiento para el direccionamiento de NS3 a los 
lisosomas y la degradación de STAT2. Sin embargo, NS3 no se degrada junto con 
STAT2 ya que los niveles de NS3 no disminuyen. Se necesita seguir trabajando para 
comprender y aclarar el mecanismo y los factores involucrados en la degradación de 
STAT2 por la proteína NS3 de BTV. Del mismo modo, se debe continuar estudiando el 
mecanismo responsable de la reducción de los niveles de pSTAT1. 
Basándonos en los datos mostrados, proponemos un modelo de mecanismo de 
degradación de STAT2 por la proteína NS3 (Figura 2.17). En este modelo, NS3 podría 
actuar como una proteína de andamio (scaffolding) que interacciona con STAT2 y que 
a través de las cadenas de poli-Ub K63 y el mecanismo de acción endógeno del sistema 
de ubiquitinación de la célula formado por las enzimas E1-E2-E3 dan lugar a la 
endocitosis de la proteína NS3 con STAT2 unido, dirigiéndose al MVB. Una vez en los 
MVB, NS3 envía a STAT2 hacia el lisosoma para su degradación y ella misma es 
reciclada dirigiéndose a la membrana celular para continuar con su papel en el ciclo 
viral. Probablemente en este paso estén implicadas deubiquitinasas que al quitar las 
ubiquitinas de NS3 permite su reciclaje. Aunque este modelo es consistente con los 
datos aportados en esta Tesis Doctoral así como con previos datos publicados por otros 
laboratorios, no se puede excluir la posibilidad de que STAT2 se degrade vía lisosoma 
sin estar involucrado el MVB. Sin embargo, el hecho de que el dominio PPRY de NS3 
se requiera para la degradación de STAT2 sugiere que el tráfico al MVB puede jugar un 
papel en este proceso.  
Los datos de esta Tesis Doctoral muestran por primera vez el uso de la vía lisosomal 
por una proteína viral para degradar un factor de señalización de la ruta del IFN. Aunque 
se requieren estudios adicionales para completar la caracterización del mecanismo 
propuesto, este estudio destaca la diversidad y complejidad de los mecanismos 
celulares aprovechados por los virus para evadir el sistema del IFN y favorecer su 





Figura 2.17. Modelo de mecanismo de degradación de STAT2 por la proteína NS3 de 
BTV. (1) Representación de la estructura de la proteína NS3 de BTV, con dos dominios 
transmembrana, un dominio extracelular (EC) y dos dominios intracelulares (IC), uno en el 
extremo N-terminal donde se encuentran las lisinas de las posiciones 13 y 15 poli-Ub con 
ubiquitinas K63 y los late-domains, PSAP y PPRY, y un dominio C-terminal con el motivo de 
unión a VP2 (rojo). PPRY recluta enzimas E3 y PSAP enzimas E2. NS3 se une a STAT2, se 
representa la unión en el dominio IC del extremo N-terminal (suposición, no definido). (2) Una 
vez unido STAT2 y las cadenas poli-Ub K63, se produce una invaginación de la membrana, 
formando un endosoma que se dirige a los MVB. (3) El endosoma se fusiona en los MVB y (4) 
las DUB desubiquitinan a NS3. (5) NS3 dirige STAT2 a degradación. (6) STAT2 se fusiona con 
el lisosoma donde se produce su degradación. (7) NS3 es reciclada en el MVB y vuelve a la 




























“La ciencia se compone de errores, que a su vez, son los pasos hacia la 
verdad” 









De los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se obtienen las siguientes 
conclusiones: 
 
1- PPRV modula el sistema del IFN mediante el bloqueo de la traslocación al núcleo 
de los factores pSTAT1 y pSTAT2 y reduciendo los niveles de las formas 
fosforiladas de las quinasas JAK1 y TYK2. 
2- La inhibición de la inducción del IFN por PPRV es ocasionada por las proteínas 
C y V de PPRV, mientras que las proteínas P, V y W son las involucradas en el 
bloqueo de la señalización del IFN tipo I y II. 
3- Una infección con BTV induce un bloqueo en la inducción del IFN y en la 
señalización del IFN tipo I y II, mediante la degradación de STAT2 y la reducción 
de los niveles de pSTAT1. 
4- La proteína NS3 de BTV es la responsable de la degradación de STAT2 y la 
reducción de los niveles de pSTAT1. 
5- NS3 degrada STAT2 mediante la utilización del sistema endógeno de 


















From the results obtained in this Doctoral Thesis the following conclusions are obtained: 
 
1- PPRV modulates the IFN system by blocking the translocation to the nucleus of 
the pSTAT1 and pSTAT2 factors and by reducing the levels of the 
phosphorylated forms of the JAK1 and TYK2 kinases. 
2- The inhibition of the IFN induction by PPRV is caused by PPRV C and V proteins, 
while P, V and W proteins are involved in type I and II IFN signaling blockade. 
3- BTV infection blocks IFN induction and interferes with IFN type I and II by 
degrading STAT2 and reducing of pSTAT1 levels. 
4- BTV NS3 protein is responsible for the degradation of STAT2 and the reduction 
of pSTAT1 levels. 
5- NS3 degrades STAT2 by using the endogenous system of ubiquitination of the 
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